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Uno de los grandes problemas de la investigacion biomedica es no tener en cuenta las 
diferencias sexuales en la mayoria de los ensaños de experimentacion basica y 
preclinicos; lo que con lleva a efectos secundarios indeseados en la poblacion excluida. 
Este inconveniente en el diseño experimental se considera un problema de salud publica 
a tal grado que los institutos de Salud norteamericanos (NIH) propusieron en 2014 
varios objetivos con la finalidad de reducir y evitar este sesgo en la investigacion. Con 
estas pautas, y la creciente evidencia de diferencias sexuales en la mayoria de los 
organos y sistemas en mamiferos, este tema ha ganado relevancia en los ultimos 
años.Incluir las diferencias sexuales en el diseño experimental aportainformacion 
importante para la comprension de la etiologia de enfermedades con mayor prevalencia 
en un genero determinado, como los transtornos del estado del animo y la enfermedad 
de Alzheimer, que hasta la fecha sigue sin vislumbrarse. 
 
Se ha demostrado que los niveles de IGF-I son sexualmente dimorficos en mamiferos 
incluido el ser humano. Pero, aun no se ha reportado el significado funcional del 
dimorfismo sexual de IGF-I y su posible implicacion en los transtornos del estado del 
animo y en la enfermedad de Alzheimer. Por tanto, esta Tesis doctoral tiene como 
objetivo analizar las diferencias de genero usando el ejercicio físico como modulador de 
IGF-I y del estado de animo, ya que previamente se ha demostrado que realizar 
actividades fisicas induce el paso de IGF-I desde la sangre hacia el cerebro con efectos 
beneficiosos en la salud. 
 
Observamos que hay dimorfismo sexual en los niveles de ansiedad, resistencia al estrés, 
estado de alerta y de IGF-I en respuesta a ejercicio fisico, y que en hembras depende de 
las hormonas ovaricas para realizar su efecto, especificamente a través del receptor alfa 
de estrogenos a nivel de la barrera hematoencefalica. De hecho tanto IGF-I como 
estradiol son importantes para ejercer los efectos beneficiosos del ejercico en el estado 
de animo. Ademas aportamos evidencia de la posible desregulacion del eje de IGF-I en 
ratones hembra de mediana edad, normales y APP/PS1 como modelo de la enfermedad 
de Alzheimer. 
De este modo consideramos que el ejercico fisico, ademas de ser terapeutico, puede 
emplearse como un estimulo fisiologico para facilitar el estudio de la fisiopatologia de 




















One of the biggest problems in biomedical research is to not consider sexual differences 
in the most assays of basic and preclinical experimentation, which leads to undesired 
side effects in the excluded population. This inconvenience in  the experimental design 
is considered such a public health problem that the North American Institutes of Health 
(NIH) proposed in 2014 several objectives in order to reduce and avoid this bias in 
research. Following these guidelines, and due to the growing evidence of sexual 
dimorphism in most organs and systems of mammalians, this issue has gained relevance 
in recents years. 
Including sexual differences in the experimental design enables to obtain 
valuableinformation for understanding the etiology of diseases that have a higher 
prevalence in a specific gender, such as mood disorders  and Alzheimer's disease, and 
up to date is still unknown. 
It has been reported that IGF-I shows sexual dimorphism regarding its levels in male 
and female mammals, including humans. However, the functional significance of the 
sexual dimorphism of IGF-I and its possible implication in mood disorders and 
Alzheimer's disease has not yet been published. Thus, the aim of this PhD Thesis is 
analyze the gender differences by physical exercise as modulator of IGF-I and mood. 
To achieve the objective of this work, we used physical exercise, since it has previously 
been demonstrated that physical activities  induce the passage of IGF-I from the blood 
to the brain with beneficial effects on health.Thus, we observed that there is sexual 
dimorphism in anxiety, stress resilience, arousal and IGF-I levels in response to 
physical exercise. Furthermore we demonstrated that, in the case of females, the 
response to physical exercise depends on the ovarian hormones , specifically throughthe 
estrogen receptor alpha  in the blood-brain barrier. Indeed both IGF-I and estradiol are 
important to exert the beneficial effects of the physical exercise in mood. Finally, we 
also provide evidence of the possible deregulation of the IGF-I axis in middle aged 
female wild type and middle aged female APP / PS1 mice as a model of Alzheimer`s 
disease. 
In this way, we consider that the physical exercise, besides being therapeutic, can be 
used as a physiological stimulus to facilitate the study of the pathophysiology of these 
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Clave de abreviaturas 
 
 ADN: Acido desoxirribonucleico 
 AKT : Proteína Quinasa B 
 ARNm:  Acido ribonucleico mensajero  
 BBB: Blood brain barrier, Barrera hemato-encefalica 
 BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor   Factor Neurotrofico Derivado del 
Cerebro 
 BEC : Brain Endothelial Cells Celulas endoteliales del cerebro 
 bIGF-I: Biotinylated IGF-I IGF-I Biotinilado 
 BSA: Bocine Serum Albumin Albumina de Suero Bovino  
 cDNA: Complementary Deoxyribonucleic Acid Acido desoxirribonucleico 
complementario 
 DPN: Diarylpropionitrile Diarilpropionitrilo 
 EA: Enfermedad de Alzheimer 
 E2: Estradiol 
 EBSS: Equilibrated balance salt solution  
 ELISA:  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  
 GH: Growth Hormone Hormona del Crecimiento 
 GFP: Green Fluorescence Protein, Proteína Verde Fluorescente 
 HPA: Hipotalamico-Pitituario-Adrenal  
 IGF-I: Insulin like growth factor I Factor de crecimiento parecido a insulina tipo 
I 
 IGF-IR: Insulin like growth factor I Receptor del factor parecido a la insulin tipo 
I 
 IRSI: Insulin receptor substrate 1 
 JB1: Peptido análogo de IGF-I 
 LCR: Liquido Cefaloraquideo  
 MPP: Metil Piperidino-Pirazol 
 PBS: Phosphate buffer saline Tampón Fosfato salino 
 PHTPP: Fenyl hidroxifenil Trifluorometil Pirazol Pirimidina,  
 PI3K. Fosfoinositol 3-Quinasa 
 PPT: Propil pirazol triol 
 TBS: Tampón Tris Salino 
 TTBS: Tampón Tween-Tris salino. 
 VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor  Factor de Crecimineto Endothelial 
Vascular 


















Dimorfismo sexual a nivel central 
Frecuentemente en la investigación biomédica se utilizan machos en la investigación 
básica y en los ensayos preclínicos: Este sesgo ha conllevado a desarrollar terapias o 
fármacos que tienen efectos secundarios en las mujeres. Actualmente no se puede 
obviar la creciente evidencia de las diferencias de género (de Vries y Forger 2015) y la 
importancia de incluir y explorar con más detalle la variable del género en la 
investigación biomédica para comprender mejor la fisiología y las enfermedades como 
los trastornos del estado del ánimo que la mayoría de la población padece. La existencia 
de un dimorfismo sexual a nivel central es un hecho bien conocido pero todavía mal 
caracterizado. Por lo cual en 2014 el NIH propuso medidas para solventar esta 
situación. Con estas razones este trabajo esta enfocado en las diferencias sexuales del 
efecto del ejercicio físico sobre el IGF-I y su implicación en el estado del ánimo. 
En 1849 AA Berthold, fue el primero en demostrar que el sistema nervioso central es 
una diana para las hormonas sexuales (Soma K-K 2006), lo cual abrió el camino para el 
estudio de las diferencias sexuales en este órgano. En la década de los años 40, Jost 
propuso el dogma central de la diferenciación sexual, que dice lo siguiente: “La 
exposición a diferentes estímulos endocrinos durante la vida perinatal modifica de 
forma irreversible la respuesta a hormonas esteroidales en la etapa adulta” (Jost 
1947). Aunque fueron Phoenix & col. en 1959 los primeros en describir el efecto 
directo de las hormonas gonadales en la diferenciación sexual del cerebro. Actualmente 
diversos modelos preclínicos han confirmado las diferencias sexuales y la importancia 
de las hormonas gonadales femeninas en la emoción y cognición (ter Horst et. al. 2012). 
En este sentido, el estudio de la etiología de los trastornos del estado de ánimo abordado 
desde la neuroendocrinología ha sido el centro de investigación durante muchas 
décadas. De los ejes más estudiados se encuentra el eje hipotálamo pituitaria adrenal 
(HPA). Este sistema endocrino se encuentra desregulado en pacientes depresivos; y lo 
que es más relevante, su actividad y reactividad presentan dimorfismo sexual. (Goel et. 
al. 2014). A su vez, el eje HPA esta modulado por el hipocampo; (McEwen et. al. 1986; 
Jacobson & Sapolsky, 1991). Las diferencias sexuales en la regulación de este eje están 
bien documentadas en animales (Handa et. al.1994; Rhodes y Rubin, 1999) y humanos 
(Kajantie y Philips 2006; Kudielka y Kirschbaum 2005). Por ejemplo, tanto la actividad 
basal como la respuesta del eje HPA generalmente están incrementadas en roedores 
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hembras en comparación con machos, y durante el envejecimiento se mantienen las 
diferencias en este eje (Rhodes y Rubin 1999). Otro eje aparte del eje HPA donde se 
han reportado diferencias sexuales es el eje de la hormona del crecimiento GH (del 
inglés, Growth‐hormone) que presenta dimorfismo sexual modulado por hormonas 
gonadales (Jansson et. al. 1985; Chowen et. al. 1996), y lo que resulta especialmente 
importante, se ha reportado que IGF-I presenta dimorfismo sexual en humanos (Geary 
et. al. 2003; Baker et. al. 2010) y en roedores (Cordoba-Chacón et. al. 2016). Estas 
evidencias indican que las hormonas sexuales juegan un papel importante en las 
diferencias observadas en el comportamiento de estos ejes neuroendocrinos entre 
machos y hembras. Si trasladamos estas observaciones a humanos, en la literatura 
abundan evidencias de que las mujeres son más susceptibles a experiencias estresantes 
que los hombres (Nolen-Hoeksema 2012). Por lo tanto, una comprensión mayor de las 
diferencias de género en la regulación de las emociones puede contribuir a desentrañar 
las conocidas diferencias sexuales en algunos tipos de psicopatologías (Nolen-
Hoeksema 1991; Hyde et. al. 2008; Zahn-Waxler et. al. 2008). En este sentido, el factor 
trófico IGF-I parece tener un papel en la mayoría de los desordenes del estado del 
ánimo mencionados (revisado por Auer et. al.. 2012) porque se ha reportado que 
alteraciones de la función del cerebro como los desordenes afectivos pueden conllevar 
cambios en la secreción de IGF-I (Rusch et. al.. 2015). 
El factor de crecimiento parecido a insulina tipo i (IGF-I)  
El factor de crecimiento parecido a insulina tipo I (IGF-I) es un péptido de 70 
aminoácidos, descubierto en la década de los 50 por Salmon y Daughaday al demostrar 
que la administración in vivo de la hormona de crecimiento (GH) estimula la secreción 
de una molécula capaz de estimular la captación de sulfato en el cartílago de ratas 
hipofisectomizadas. A esta molécula se le denominó factor de crecimiento parecido a 
insulina porque tiene 48% de homología estructural con esta hormona (Rinderknecht y 
Humbel, 1978). Por lo tanto, pertenece a la familia de péptidos insulinicos, que está 
comprendida principalmente por dos grupos: “péptidos parecidos a insulina” (IGF-I, 
IGF-2 y la propia insulina) y otro grupo que incluye las relaxinas y otras “hormonas 
parecidas a insulina” (revisado por Fernández y Torres-Alemán, 2012). Su forma 
madura, tiene un peso de 7.649 kDa, y aunque es la principal variante se han reportado 
otras variantes como el IGF-I truncado o des(1-3) especifica del cerebro (Giacobini et. 
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al. 1990) y el péptido E que se sintetiza principalmente en el musculo esquelético 
(Brisson y Barton, 2013; Hede et. al. 2012).  
 
El IGF‐I forma parte del eje hipotálamo‐hipófisis‐hígado y está encargado, como 
función mejor establecida, de regular el crecimiento corporal. El eje neuroendocrino 
regulatorio incluye al hipotálamo donde se sintetiza la hormona liberadora de la 
hormona de crecimiento (GHRH del inglés, Growth‐hormone‐releasing hormone) así 
como la somatostatina. Por un lado, la GHRH estimula la producción y liberación de 
GH en sangre actuando a nivel de Adenohipófisis. Por otro lado, la somatostatina se 
encarga de inhibir la síntesis y/o secreción de la GH. A su vez, la GH es captada por el 
hígado y promueve la síntesis y secreción de IGF‐I al torrente sanguíneo para ser 
transportado hasta los distintos órganos diana. Al mismo tiempo el IGF-I tiene un papel 
importante en la regulación negativa de la secreción de GH (revisado por Frystyk J 
2004). Aunque la principal síntesis y liberación de IGF-I ocurre en el hígado, y está 
influenciada principalmente por GH (Schwander et. al. 1983), este péptido también se 
sintetiza localmente en prácticamente todos los tejidos; incluso hay tejidos que pueden 
sintetizar IGF-I independientemente de GH en respuesta a diversos estímulos nocivos o 
fisiológicos (D’Ercole et. al. 1980; Isaksson et. al. 1987; Schlechter et. al. 1986).  
IGF-I tiene acciones endocrinas, paracrinas y autocrinas; estas acciones están reguladas 
por los receptores IGF-IR, IGF-2R e IR y también son reguladas (inhibidas o 
potenciadas) por una familia de seis proteínas de unión a IGF-I (IGFBP1- 6). Estas 
proteínas difieren en el dominio de unión, que posee sitios para proteólisis por proteasas 
específicas, incluidas metaloproteasas de matriz, lo que les confiere acciones específicas 
a cada una de las proteínas de unión. Las IGFBPs, además de tener acciones 
independientes de los IGF, se expresan en la mayoría de los tejidos (Bach L. 2015). La 
IGFBP3 es la principal proteína de unión a IGF‐I circulante mientras que en el sistema 
nervioso adulto la más abundante parece ser la IGFBP2 (Ocrant el al, 1990).  
IGF-I periférico 
El IGF-I periférico es producido mayoritariamente por el hígado (Yakar et. al.. 1999), 
formando en sangre un complejo ternario (no bioactivo)  con las IGFBPs (3 o 5) y una 
subunidad acido lábil (ALS), para ser transportado a todos los órganos, incluido el 
cerebro. Aproximadamente el 80% del IGF-I circulante se encuentra unido a IGFBPs 
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(revisado por Bach 2015). Esta unión puede ser regulada negativamente por humanina 
gracias a su gran afinidad por IGFBP-3 (Chin et. al..2013), y por otros muchos factores 
(Ver tabla 1) La gran cantidad de receptor de IGF-I en el cerebro con respecto a la 
producción endógena de su ligando, junto con el hecho de encontrar cantidades 
relativamente elevadas de este péptido a nivel cerebral, sugiere que el IGF-I circulante 
ejerce un efecto importante en el sistema nervioso central (Bach et. al. 1991; Sonntag et. 
al. 1999). En este sentido, ya se ha comprobado que el IGF- I sérico media parte de  los 
efectos beneficiosos del ejercicio (Carro et. al. 2000; Carro et. al.. 2001) en 
enfermedades neurodegenerativas y tras daño cerebral (Benarroch 2012; Carro et. al.. 
2002). Sin embargo, el IGF-I circulante no parece tener un impacto significativo durante 
el desarrollo (Sjôgren et. al. 1999; Liu JL et. al. 1998). En humanos, y en general en 
mamíferos, los niveles de IGF-I en suero incrementan en la pubertad y disminuyen con 
la edad (Vitale et. al. 2012). Además se han asociado tanto niveles bajos de IGF-I 
circulantes como de su señalización, con cambios en la función del cerebro (Busiguina 
et. al. 2000; Laviola et. al. 2008).  
Factores que afectan las concentraciones de IGF-I circulante 
Directos Indirectos Otros 
Hormona del crecimiento Edad Zinc 
Consumo de proteínas y dieta 
calórica 







Proteína relacionada a la 
Hormona tiroidea 
Hormonas tiroideas Androgenos 
Factor de crecimiento derivado 
de plaquetas 
Insulina Ejercicio Citocinas inflamatorias 
Unión de la subunidad acido lábil 
(ALS) con IGFBP-3/IGF-I 
  
Tabla1 Principales factores que alteran los niveles de IGF-I en suero. Modificada de 
Rosen y Pollak 1999 
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Hay dos tipos de células especializadas implicadas en la entrada de IGF-I periférico al 
cerebro a través de los receptores de lipoproteínas de baja densidad( LRPs); el endotelio 
de la barrera hematoencefálica y el epitelio que conforma la barrera funcional del plexo 
coroideo (Carro et. al.. 2005). La barrera hematoencefálica está formada por 
interacciones entre células endoteliales mediante uniones estrechas, los astrocitos que 
rodean a los vasos sanguíneos y que conectan con terminales neuronales, y los pericitos 
(Hawkins y Davis 2005). Esta barrera permite una permeabilidad selectiva, regulando el 
equilibro iónico y molecular a través de transportadores selectivos y multitud de 
receptores especializados (Banks y Kastin, 1985; Neuwelt et. al. 2011). Esta barrera es 
de vital importancia; así, su mal funcionamiento esta frecuentemente asociado a 
enfermedades neurodegenerativas o cerebrovasculares (Zlokovich 2008). 
El paso de IGF-I sérico a través de la barrera hematoencefálica es promovido por el 
ejercicio (Carro et. al. 2000; Duman et. al. 2009; Carro et. al. 2001) y la actividad 
cerebral (Nishijima et. al. 2010). Uno de los mecanismos propuestos por el cual el IGF-I 
atraviesa la barrera hematoencefálica (Firgura 2) es el “acoplamiento neurotrófico” que 
se inicia por la liberación de prostaglandina E2, derivados de Acido Araquidónico, y 
ATP en respuesta al glutamato procedente de la actividad sináptica. Estos mediadores 
estimulan la actividad de la metaloproteasa de matriz 9 (MMP9), la cual corta IGFBP3, 
resultando en la liberación de  IGF-I, y facilitando su unión a los receptores de IGF-I y 
LRP1 para su posterior transporte desde el lumen hacia el parénquima cerebral, donde el 
IGF-I es captado por los astrocitos o neuronas adyacentes (Nishijima et. al. 2010). Esto 
puede sugerir que el paso de IGF-I a través del endotelio es fundamentalmente 
dependiente de la actividad del cerebro (Torres-Aleman, 2010). 
Figura 1 Acoplamiento 
neurotrófico de la entrada 
de IGF-I sérico al cerebro a 
través del endotelio cerebral 
por neuronas activas 
(Figura tomada de 




Por el contrario, el paso de IGF-I a través del plexo coroideo (Figura 3) depende del 
incremento de los niveles de IGF-I en la sangre y de la interacción del IGF-IR con la 
proteína megalina (LRP2) que se encuentra altamente expresada en esta estructura 
(Carro et. al. 2005) lo que indica que el paso de IGF-I en el plexo coroideo es tónico, y 








Figura 2 Transporte constitutivo de IGF-I en el liquido cefalorraquídeo a través del 
plexo coroideo. (Figura tomada de Fernández y Torres-Aleman 2012) 
 
Células endoteliales e IGF-I  
Las células endoteliales que conforman los vasos sanguíneos controlan el transporte de 
biomoléculas y células de la circulación hacia los tejidos (Sumplo et. al. 2002). Estas 
células son metabólicamente activas y regulan el tono vascular, trombosis, respuestas 
inflamatorias y la formación de nuevos vasos; además la disfunción de estas células está 
implicada en varias enfermedades como arterioesclerosis, desordenes inflamatorios y 
cáncer. Así mismo, el IGF-I está implicado en estas patologías (revisado Bach 2015). A 
pesar de que la expresión de IGFs es baja en las células endoteliales (Delafontaine et. al. 
2004), estas están implicadas en la fisiología y acciones del PDGF, TGFb, IGF-I e IGF-
II (Bach. L, 2015). Las células endoteliales expresan IGFBPs, siendo IGFBP3 la más 
abundante (Moser et. al 1992) y una gran cantidad de receptores de IGF-I e IGF-II 





El receptor de IGF-I (IGF-IR) 
El IGF-I puede unirse a específicamente a tres diferentes receptores (IGF-IR, IGF-IIR 
,IR) pero con diferente afinidad para cada uno, siendo el IGF-IR el principal receptor de 
IGF‐I aunque, IGF-II e Insulina también pueden unirse a IGF-IR pero con menor 
afinidad (Annunziata et. al. 2011). La capacidad del IGF-I de interaccionar, con su 
receptor depende lógicamente de los niveles de IGF-I libre, que a su vez dependen de la 
capacidad de separarse de las IGFBPs en la proximidad del receptor. La liberación del 
IGF-I depende en gran medida de la actividad de distintas proteasas de IGFBPs 
(Revisado de Frystyk 2009).  
 
El IGF-IR es una proteína ubicua, particularmente en el sistema nervioso central tiene 
una alta expresión durante el desarrollo y disminuye en la adultez, pero permanece 
relativamente alto en plexo coroideo y meninges (Russo et. al. 2005). Tiene una 
estructura tetramérica transmembrana con dos subunidades alfa (extracelular) a la que 
se une el IGF‐I y dos subunidades beta (transmembrana e intracelular) que tienen 
actividad tirosina quinasa. Ambas subunidades se hallan unidas por puentes disulfuro 
(Gronborg et. al. 1993). El receptor sufre una procesamiento postraduccional en el 
retículo endoplasmatico (forma madura) antes de expresarse en la membrana plasmática 
(Adams et. al..2000). Este receptor puede además formar un heterotetramero funcional 
con el receptor de Insulina, que consiste en una cadena alfa y una cadena beta del 
receptor de IGF-I y una cadena alfa y una cadena beta del receptor de Insulina (Belfiore 
et. al. 2009). Este hibrido ha sido identificado en varias células (Gatenby et. al.. 2013), 
aunque su función biológica todavía no es clara. 
 
Señalización de IGF-I mediada por su receptor 
Cuando el IGF-I se encuentra biodisponible y por lo tanto puede unirse a su receptor se 
produce de forma rápida la fosforilación del sustrato 1 de del receptor de insulina 
(IRS1). El IRS-1 fosforilado a su vez desencadena una cascada de señalización que 
activa por un lado las vías de la quinasa regulada por señales extracelulares/proteína 
quinasa activada por mitógenos (ERK/MAPK) y por otro la fosfoinositol 3-
quinasa/proteína quinasa B (PI3K/Akt) (revisado por Fernández & Torres-Alemán, 
2012). Estas vías de señalización tienen una gran variedad de implicaciones por su 
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habilidad de promover la síntesis de proteínas, activación e inactivación enzimática, 
expresión génica y tráfico de vesículas, entre otros (Saltiel et. al. 2001). 
Estradiol e IGF-I 
La existencia de una interacción entre IGF-I y estradiol se ha demostrado en el cerebro 
por distintos métodos. Por ejemplo, la administración de antagonistas específicos que 
producen un bloqueo de los receptores de IGF-I como el JB-1, inhibe los efectos 
neuroprotectores de estradiol. Igualmente, los efectos neuroprotectores de IGF-I 
también se ven reprimidos al administrar el antagonista del ER; ICI 182,780 (Azcoitia 
et. al. 1999); estos efectos pueden estar relacionados con la disminución de ER alfa en 
presencia del antagonista del receptor de IGF-I y de IGF-IR con el inhibidor ICI182,780 
observados en hipocampo (Cardona-Gomez et. al. 2001). Otro ejemplo de la interacción 
de IGF-I y estradiol se ha descrito en hembras ovariectomizadas donde estradiol 
incrementa los procesos cognitivos, pero cuando se bloquea la señalización de IGF-I en 
el cerebro, se pierde el efecto de estradiol (Witty et. al. 2013). La pérdida del efecto de 
estradiol probablemente se deba a que el IGF-I es capaz de modular la acción del ER, 
como se ha demostrado en la línea celular de neuroblastoma Sk-ER3 (Ma et. al. 1994),  
Por ejemplo, IGF-I utiliza la vía ERK/MAPK para mejorar la actividad del ERα en 
ausencia de estradiol (Patrone et. al. 1998), y usa la vía PI3K/Akt para disminuir la 
actividad del ERα en presencia de estradiol (Méndez et. al. 2006). Adicionalmente, el 
estradiol es capaz de controlar la señalización de IGF-IR activando las vías de 
ERK/MAPK (Cardona-Gómez et. al. 2002).  
      
En cuanto a sus respectivos receptores, hay indicios de una regulación cruzada de la 
expresión de IGF-IR y ER (Stoica et. al. 2000). En el cerebro de rata, la actividad del 
estradiol y del ER puede ser modulada por la expresión del IGF-IR, y a su vez, la 
actividad del IGF-IR puede controlar la expresión del ER (Cardona-Gómez et. al. 2001). 
Por otro lado en estudios in vitro se ha reportado que la interacción entre estos 
receptores promueve efectos protectores y reduce la toxicidad por A(Chen et. al.. 
2013)Además al estudiar más detalladamente los receptores en la membrana se 
encontró que ERα es capaz de asociarse con IGF-IR y PI3K formando complejos 
multimoleculares transitorios (Mendez et. al. 2003). Por lo tanto esta interacción entre 
las dos vías puede tener implicaciones en varias funciones del sistema nervioso central 
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como: el estado de ánimo, miedo, ansiedad, depresión, cognición y memoria en 
humanos y animales de laboratorio porque estradiol juega un papel importante en estas 
funciones (Oyola et. al. 2012). 
Ejercicio Físico e IGF-I 
Multitud de estudios han demostrado que el ejercicio físico modula la fisiología y la 
conducta. Estos cambios tienen efectos beneficiosos en gran parte de los órganos del 
cuerpo; entre ellos el cerebro, por ejemplo el ejercicio mejora la memoria, la cognición 
(Roig et. al. 2013 y McDonnell MN et. al. 2011) y el estado de ánimo (Archer et. 
al.2014; Rethorst y Trivedi, 2013;), constituyendo un potencial enfoque terapéutico en 
desordenes de ansiedad y depresión (Carek 2011). En respuesta al ejercicio el cerebro y 
el cuerpo mejoran su funcionalidad y resistencia ante la exposición de un estrés 
(puntual) agudo; esto se traduce en una respuesta fisiológica adaptativa que facilita la 
reacción de lucha o huida. Si el estrés es crónico o severo, la resistencia es abolida, 
resultando dañados el cuerpo y el cerebro (Thompson et. al. 2014).  
La importancia de realizar ejercicio físico como factor neuroprotector se ha reportado 
desde hace ya bastante tiempo. Por ejemplo, durante los últimos 10 años se ha reportado 
en numerosas ocasiones que el ejercicio físico constituye una alternativa clínica efectiva 
en enfermedades neurodegenerativas, atenuando o limitando su progresión, incluso 
síntomas depresivos y mortalidad (Paillard et. al. 2015). Además, en un estudio 
reportaron que la inactividad física está relacionada con entre el 12 -20% de casos de 
Enfermedad de Alzheimer en el mundo (Norton et. al. 2014). 
En la literatura abunda que los efectos beneficiosos del ejercicio son mediados por 
factores tróficos. Esto ha dado origen a la hipótesis neurotrófica, una de las hipótesis 
más populares para explicar los efectos beneficiosos de realizar una actividad física; 
esta hipótesis sugiere que el ejercicio facilita la producción de factores neurotróficos 
que tienen efectos antidepresivos, neuroprotectores, incrementan la plasticidad neuronal 
y el aprendizaje además de modular el estado de ánimo (revisado por Duman 2005). El 
IGF-I sería uno de los principales factores, junto con BDNF y VEGF, que median los 
efectos beneficiosos del ejercicio en el cerebro (Carro et. al.. 2000; Cotman et. al. 2007). 
Dependiendo de la duración y de la intensidad del ejercicio pueden verse modificados 
los niveles de IGF-I circulante en suero (revisado en Nguyen et. al. 1998; Majorczyk y 
Smolag 2016) Y aunque hay estudios en los que no hay cambios de IGF-I en suero 
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después de realizar ejercicio físico, se ha demostrado que el ARNm de IGF-I incrementa 
en el musculo esquelético (Hambrecht et. al.. 2005), Además, el ejercicio físico estimula 
la entrada de IGF-I circulante al cerebro por el incremento del flujo sanguíneo inducido 
por el ejercicio (Carro et. al.. 2000). Por otra parte se ha reportado que una inyección 
intraventricular de IGF-I es capaz de inducir los mismos efectos antidepresivos y 
ansiolíticos en ratones que el IGF-I circulante; es más, al administrar un anticuerpo anti-
IGF-I se bloquea el efecto ansiolítico del ejercicio en ratones adultos (Trejo et. al. 
2008). Estos datos sugieren que el IGF-I puede tener un papel mediador de los efectos 
del ejercicio en el estado de ánimo. 
Es bien conocido que la GH estimula la secreción de IGF-I. En este sentido, es 
importante señalar que la relación entre la intensidad del ejercicio físico y la secreción 
de GH está más pronunciada en las mujeres que en los hombres (Pritzlaff-Roy et. al. 
2002), pero en cuanto a la duración del ejercicio está más pronunciada en hombres que 
en mujeres (Wideman et. al. 2006). Por lo tanto es de esperar que los niveles de IGF-I 
en respuesta a ejercicio se modifiquen dependiendo del género. También se ha 
reportado que hay diferencias en los efectos beneficiosos del ejercicio en el cerebro 
dependiendo del genero (Baker et. al. 2010), pero poco se ha profundizado al respecto. 
Asimismo, no se han analizado suficientemente las posibles diferencias sexuales del 
efecto del ejercicio en el estado de ánimo. En hembras (mujeres) este aspecto esta 
inconcluso debido a que la mayoría de los estudios son en machos (hombres) y a la 
disparidad de los resultados reportados.  
El IGF-I en la mediana edad 
La menopausia es un gran cambio endocrino para las mujeres de mediana edad. Esta 
etapa es crucial porque cursa con una disminución de hormonas importantes para 
mantener un estado saludable, tales como los estrógenos (Morrison et. al. 2006) GH 
(Russell-Aulet et. al. 2001) e IGF-I (Gambera et. al. 2004). Tanto GH como IGF-I 
comienzan a disminuir en la adultez llegando a niveles mínimos después de los 60 años 
de edad, a este fenómeno se le conoce como somatopausa (Junnila et. al. 2013). Además 
las mujeres son más vulnerables a diversas enfermedades como aterosclerosis, algunos 
tipos de cáncer, osteoporosis, demencia senil (revisado de Chung et. al. 2009), 




Actualmente se postula que la disminución de la señalización de Insulina/IGF-I está 
asociada al incremento de esperanza de vida (Fontana et. al. 2010; Ziv & Hu, 2011); 
sobre todo en hembras, pero esto está asociado a un incremento de resistencia a insulina 
(revisado por Junnila et. al. 2013) Comúnmente se ha relacionado la resistencia a 
Insulina con enfermedades metabólicas como Diabetes tipo 2 y enfermedades 
neurodegenerativas como el Alzheimer, lo que conlleva una peor calidad de vida.  Pero 
se ha reportado que durante la menopausia, aun encontrándose bajos los niveles de 
estrógenos, estos son capaces de regular la GH en la glándula pituitaria específicamente 
a través de los receptores alfa de estrógenos (Veldhuis et. al. 2016) y muy 
probablemente IGF-I se vea implicado en esta regulación.  
Aunque se ha reportado que el tratamiento con estrógenos en mujeres postmenopausicas 
no altera el eje GH-IGF-I, por lo que se considera que los cambios en este eje se deben 
sólo al envejecimiento y no a las hormonas ováricas (Bellantoni et. al. 1996), nuevas 
evidencias apuntan que la desregulación del eje de IGF-I puede comenzar en la mediana 
edad (Zhao et. al. 2016) justo cuando empiezan a disminuir las hormonas gonadales, por 
lo cual este cambio puede estar modificando la respuesta del eje de IGF-I ante estradiol. 
Entonces los cambios sufridos en la mediana edad pueden estar relacionados con el 
fracaso de los tratamientos hormonales durante la postmenopausia tanto con IGF-I 
(Friedlander et. al. 2001) como de estradiol (Henderson et. al. 2016). 
El IGF-I y los estrógenos están involucrados en el mantenimiento de una buena calidad 
de vida. Por eso es necesario investigar más a fondo los mecanismos desregulados de 
estas dos hormonas en esta etapa, para mejorar la calidad de vida de las mujeres de 
mediana edad. 
Enfermedad de Alzheimer e IGF-I 
Con el incremento de la esperanza de vida se espera un rápido crecimiento de la 
población envejecida en todo el mundo. Según cálculos estadísticos, para el año 2050 
serán cerca de 1500 millones de personas ancianas a nivel mundial, que probablemente 
estén en riesgo o padezcan alguna enfermedad neurodegenerativa como la enfermedad 
de Alzheimer (Campos et. al. 2016). 
La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una demencia senil que cursa con deterioro 
cognitivo y neurodegeneración. Debido a su complejidad y a los múltiples factores que 
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están relacionados con ella, se han propuesto diversas hipótesis para tratar de explicar la 
neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer. En la literatura se encuentran las 
siguientes hipótesis: amiloidea, tau, inflamación, estrés oxídativo, vascular, colesterol, 
ciclo celular, neurotransmisores y la hipótesis de la señalización de insulina. Nuestro 
trabajo está enfocado en el estudio de la posible relación entre IGF-I, las hormonas 
ováricas y la EA, porque se ha demostrado que insulina e IGF-I participan en el 
aclaramiento de A estimulando su liberación en neuronas e incrementando la 
concentración de A en líquido cefalorraquídeo (LCR). Existen distintos datos que 
apuntan a que durante la progresión de la enfermedad de Alzheimer los niveles de IGF-I 
en suero se modifican. Hay datos que indican que están disminuidos mientras que otros 
indican lo contrario. Probablemente esto se deba a que se han evaluado en distintas 
fases de la enfermedad (de Brujin et. al. 2014). En todo caso, de forma indirecta, esto 
sugiere que existe una alteración en la señalización de IGF-I, quizás causada por los 
altos niveles de A que antagonizan la unión de IGF-I a sus receptores, lo que conlleva 
a una acumulación de A y resistencia a IGF-I (Carro et. al. 2004). Algo similar se 
postulo en este laboratorio que ocurre con la señalización mediada por insulina, tal 
como se ha corroborado en rodajas de hipocampos de cerebros de pacientes con EA 
donde se ha visto una menor respuesta a Insulina e IGF-I (Talbot et. al. 2012) Pero en 
etapas tempranas de la enfermedad de EA se ha reportado que los niveles de IGF-I en 
suero se encuentran bajos comparado con personas control (Westwood et. al. 2014),  lo 
que puede estar reflejando una resistencia a IGF-I en el cerebro. Dado que el IGF-I está 
implicado en la regulación del estado de ánimo (poner referencias), su disrupción en EA 
podría explicar, al menos en parte, las conocidas asociaciones mórbidas entre estado de 
ánimo alterado y demencia. Sin embargo, aun no se ha analizado la posible implicación 


















El objetivo general de esta tesis es:  
 
Analizar las diferencias de genero usando el ejercicio físico como modulador de IGF-I y 




Determinar si el ejercicio fisico modula el estado de animo dependiendo del genero. 
Determinar el papel del IGF-I en esta posible modulacion 


































Animales de experimentación 
Se utilizaron ratones machos y hembra C57/BL/6j (Laboratorios Harlan), ratones 
hembra transgénicos LID (Liver-specific IGF-I deficient) con peso entre 18-21 g, con 8 
semanas de edad al inicio del experimento, y ratones hembra APP/PSI doble 
transgénicos que expresan la isoforma humana mutada de beta amiloide y la mutación 
de Presenilina 1 humana (Hsiao et. al., 1996, Duff et. al.., 1996) como modelo de la 
enfermedad de Alzheimer; con peso entre 28-30 g, de 8 y 9 meses de edad al inicio del 
experimento. Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de luz (ciclo de 
luz/oscuridad 12:12, inicio de la luz 7 a.m.) y temperatura (22ºC), acceso libre a comida 
y agua. Habitaron en las instalaciones de animalario del Instituto Cajal (CSIC, Madrid) 
y todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Bioética Local. Fueron 







El grupo de LeRoith genero esta cepa basándose en  el sistema Cre/loxP para evitar la 
letalidad perinatal. Cruzaron la línea de ratones que tienen el gen igf1 flanqueado por 
las secuencias LoxP, y la línea que expresa cre recombinasa bajo el control del 
promotor de albumina, como resultado se obtuvo una cepa con el gen de igf1 
deleccionado específicamente en hígado (Liu JL et. al. 1998). Se caracterizan por tener 
bajos los niveles circulantes de IGF-I aproximadamente el 75%, sin afectar su 
crecimiento.(Liu JL et. al..2000) además muestran un incremento en los niveles de la 
hormona del crecimiento e insensibilidad a insulina en musculo, hígado y tejido adiposo 
(Haluzik M. et. al.. 2003).También presentan alteraciones en la memoria y aprendizaje 
espacial (Trejo et. al. 2008) se usaron entre 8-10 ratones por grupo. 
Ratones APP/PS1 
Desde los años noventas se han desarrollado modelos en ratón para estudiar la 
enfermedad de Alzheimer. Estos modelos presentan diversas características de la 
patología de la enfermedad de Alzheimer. (Hsiao, 1998). El grupo trabaja con la cepa 
mutante desarrollada por P. Mouton del NIH (que amablemente nos cedió), Esta cepa de 
ratones son doble transgénicos, resultado del cruce de una línea con la mutación 
Swedish (K670N/ M671L) en la proteína precursora amiloide, y la línea que tiene el gen 
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PS1 truncado con una delección en el exón 9 (Savonenko et. al.., 2005). Se caracteriza 
por el gran acumulo de placas en el cerebro, con déficit cognitivo en memoria de 
reconocimiento (NOR) y memoria espacial de referencia (RAWM), con una acelerada 
progresión de la enfermedad, con marcados efectos durante el envejecimiento (Webster 
et. al.; 2013). 
Ovariectomía  
Todos los procedimientos fueron realizados en quirófano bajo condiciones de 
esterilidad. Los ratones fueron anestesiados por inyección intraperitoneal con una 
mezcla de ketamina (50 mg/kg) y xylazina (4.5 mg/ml). Antes de iniciar la cirugía se 
aplico gel para proteger los ojos. Se afeitaron los ratones en la zona de la cresta iliaca, 
se desinfectaron con etanol al 70%, y con una hoja de bisturí se realizo una pequeña 
incisión en la piel del ratón (1-2 cm). Se localizo uno de los ovarios haciendo presión en 
el abdomen; una vez encontrado, se corto la fascia adyacente y con unas pinzas 
lentamente se expuso el ovario, se ligo con hilo absorbible, y posteriormente se extirpo. 
Este procedimiento se repitio con el otro ovario. Se suturo la herida con hilo de seda 
trenzado y se dejo recuperar al ratón en una jaula con una temperatura de 25-27ºC hasta 
que despertó completamente de la anestesia. Como control, los ratones se sometieron a 
una cirugía simulada siguiendo el mismo procedimiento sin disecar los ovarios. Se 
realizaron experimentos con estos ratones 1 mes post-cirugía para evitar el efecto 
remanente de los estrógenos. 
Infección in vivo de endotelio cerebral de ratón con partículas 
lentivirales vía carótida 
La inyección se realizo dos semanas antes del ejercicio forzado. Los ratones fueron 
anestesiados con isofluorano y flujo de oxigeno 0.8-1l/min. Durante toda la cirugía se 
mantuvo la temperatura del ratón con una manta eléctrica a 25ºC, Para proteger los ojos 
se aplico gel, se corto la piel y musculo del ratón en la línea media desde el hueso 
manubrio hasta la tráquea para exponer la carótida común con la ayuda de una espátula. 
Posteriormente se ligo en la parte inferior de la carótida común para evitar la 
hemorragia, y la carótida común externa para asegurar que todo el volumen inyectado 
llegue directamente al cerebro. Se inyectaron 50 μL de la suspensión del virus (4.3x1010 
pfu/ml) a una velocidad de 3 L/min usando el nano inyector Nanomite Syringe Pump 
MAI 70-2217 (Harvard Apparatus) y una jeringa Hamilton de 100 μL acoplada a una 
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cánula hecha con tubo de polietileno (0.28mm x 0.61mm x2cm + 0.58mm x 0.965mm x 
13cm). La cánula se inserto en la arteria común. Los ratones se mantuvieron en una 
jaula a temperatura de 25-27ºC hasta que se recuperaron completamente de la anestesia. 
Durante la recuperación pos-cirugía, los ratones no mostraron signos de alteraciones 





Figura 3 Imagen de la canulación para inyección intracarótida.   
 
Tratamiento con MPP, antagonista especifico del Receptor de 
Estrógeno α 
Los ratones hembras fueron divididos en dos grupos aleatoriamente y posterior mente 
inyectados vía intraperitoneal con Metil-Piperidino-Pirazol (MPP, Tocris, Ellisville, 
MO). La concentración usada, así como el régimen de tratamiento, fue adaptado del 
protocolo descrito por otros autores (Santollo, 2009). Se administro 0.1 ml cada cuatro 
días de MPP y Dimetil Sulfóxido (DMSO, Sigma, St. Louis, MO) como vehículo. La 
dosis fue de 0.052g/Kg. Las inyecciones de MPP/DMSO fueron administradas después 
de estar en la cinta de correr, entre 12 p.m. y 3 p.m. para evitar que la inyección afecte 
al desempeño durante el entrenamiento.  
Tratamiento con PPT, agonista especifico del Receptor de 
Estrógeno α 
A un grupo de ratones hembras de mediana edad se administro Propil Pirazol Trisfenol 
(PPT,Tocris, Ellisville, MO) diluido en aceite de maíz (SIGMA).La dosis fue 1mg/Kg 
fue administrada por vía subcutánea después de realizar ejercicio cada dos días durante 
dos semanas,  
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Entrenamiento en cinta de correr  
Los ratones fueron divididos aleatoriamente en dos grupos: ejercitado y sedentario. Se 
sometieron a entrenamiento crónico o agudo en la cinta de correr bien 5 días a la 
semana durante 2 semanas, o bien 1 día durante 40 minutos a 12 metros/minuto. Los 
grupos sedentarios permanecieron en la cinta de correr sin activar. El análisis de 
conducta fue determinado un día antes de iniciar la habituación a la cinta de correr y un 
día posterior al finalizar el ejercicio físico. Todos los ratones fueron familiarizados a la 
cinta de correr (Letica,Italia) dos días antes de empezar el entrenamiento (corriendo 
durante 5 minutos a 0,1 m/s y luego 10 minutos a 0,2 m/s) para minimizar el estrés por 
exposición al aparato. Todo el procedimiento se llevó a cabo en la misma sala. No se 
uso ningún choque eléctrico en la cola u otro método para obligarles a correr. El horario 
de las sesiones fue entre las 9:00 y 12:00 p.m. para homogenizar la influencia de los 
ritmos circadianos y el estado de ánimo (Andreatini et. al.., 1999). Tras la última sesión 








Figura 4 Cinta de correr (Letica,Italia) 
 
Análisis del comportamiento  
Todos los ratones se habituaron a todas las salas durante 30 minutos o una hora antes de 
realizar cualquier prueba o test de conducta. 
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Laberinto en cruz elevado (EPM) 
Esta prueba se uso para evaluar la ansiedad en roedores (Lister, 1987). El laberinto es 
una plataforma elevada (40 cm del suelo) que consiste en cuatro brazos en forma de 
cruz conectados por un cuadrado central, dos abiertos uno en frente del otro y dos 
cerrados con igual disposición (0.5 cm ancho).  
La prueba inicio colocando a los roedores en el centro de la estructura, con la cabeza en 
dirección a un brazo abierto y opuesta al experimentador; durante 5 minutos se les 
permitió explorar libremente la plataforma, Se descartan los roedores que no realizan 
ningún movimiento durante la prueba o que se caen continuamente de la plataforma. No 
se descarto ningún ratón en esta prueba. El laberinto se limpio después de que cada 
ratón finalizo la prueba para eliminar rastros de olores. 
El comportamiento de los ratones fue grabado en video y analizado después utilizando 
el software Video Tracking Plus Maze Mouse (Med Associates, USA) que indica el 
tiempo de permanencia y el número de exploraciones en las distintas zonas del 
laberinto. Los datos son presentados como el tiempo total permanecido en brazos 
abiertos (TBA). El test se llevó a cabo 24 horas después de la última vez que corrieron 
para evitar los efectos del entrenamiento en los niveles de actividad basal (Duman et. 
al.., 2008). 
Resistencia a estrés  
Tres días antes de iniciar el entrenamiento en la cinta para correr, los ratones fueron 
expuestos una vez a natación forzada y un día después de finalizar el entrenamiento se 
uso la prueba de suspensión por la cola para medir la capacidad de recuperación al 
estrés y evitar el componente de familiarización de los ratones a la prueba de nado 
forzado. Las pruebas se realizaron de la siguiente forma: 
Prueba de Nado Forzado (FST) 
Como agente estresante, usamos la natación forzada para producir un estrés agudo muy 
fuerte, porque es capaz de inducir un comportamiento depresivo, mediante desesperanza 
aprendida (inmovilidad); la prueba consiste en una sola sesión donde los ratones son 
forzados a nadar en un cilindro sin escapatoria. 
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Los ratones fueron introducidos de 4 en 4 en cilindros de metacrilato llenos de agua a 
23ºC, separados por cartulinas, durante 6 minutos; pero solo se analizaron los últimos 4 
minutos, se grabaron en video las sesiones para su posterior análisis. Se contabilizo el 
tiempo de movilidad y se restó del tiempo total de la prueba, para obtener el tiempo de 
inmovilidad. Aunque medir la inmovilidad en esta prueba no es el objetivo, esta 
información sirve como indicador de susceptibilidad a depresión. 
Prueba de Suspensión por la cola (TST) 
Esta prueba, al igual que la natación forzada, produce un estrés agudo donde el tiempo 
de inmovilidad se considera como indicador de depresión. Los ratones fueron colgados 
por la base de la cola y boca abajo a una distancia de 30 cm del suelo. Se grabo la sesión 
con una duración de 6 minutos, se contabilizo el tiempo de movilidad y se resto del 
tiempo total de la prueba, para obtener el tiempo de inmovilidad. La eficacia 
antidepresiva del tratamiento se mide por la disminución significativa del tiempo de 
inmovilidad.  
Evaluación de la actividad  
Medimos la actividad de los ratones para descartar el posible efecto estimulador del 
ejercicio físico en la prueba de suspensión por la cola. Para medir la actividad de los 
ratones usamos la caja de actividad, esta caja dispone de fotocélulas, que emplea 
barreras de haces infrarrojos permitiendo la detección de movimiento automáticamente 
mediante el software Versamax (Accuscan Instruments,Trabue,Ohio) y el análisis de los 
datos con el programa Versadata (Accuscan Instruments, Trabue, Ohio). 
Se ha descrito que 5 minutos es suficiente para analizar la actividad motora; además 
proporciona datos sobre la ansiedad de los roedores al medirse su comportamiento en 
campo abierto (Bailey KR.  2009). Se introdujeron dos ratones por actimetro (40x40x30 
cm) cada ratón en un cuadrante de 20x20 cm durante 10 minutos, se analizaron los 
primeros 5 minutos. Para evaluar la actividad se tuvieron en cuenta los siguientes 
parámetros: actividad horizontal, vertical y distancia total. 
Prueba del estado de Alerta  
Los ratones fueron expuestos a una serie de estímulos sensoriales como lo describe 
Easton et. al. 2004, en el siguiente orden:  
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Olfativo: Se expuso en grupos de 5 ratones a benzaldehído (10 ml) durante 20 segundos 
y posteriormente se midió su actividad en el actímetro. 
Táctil: Se colocaron los ratones en los actimetros sin activar y a continuación se les dio 
un estimulo de aire comprimido a una distancia de 10 cm durante 2 segundos y después 
se activo el actímetro. 
Vestíbular: Se colocaron los ratones en grupos de 5 sobre un agitador orbital a 90 rpm 
durante 8 segundos y subsiguientemente se colocaron en los actímetros para medir su 
actividad. 
Los valores basales fueron adquiridos un día antes de la primera exposición a la cinta 
para correr, y 30 minutos después de realizar ejercicio físico. El primero de los 
estímulos se proporcionó con intervalos de 155 minutos entre los siguientes estímulos. 
La respuesta de alerta fue medida por el incremento de actividad horizontal, vertical y 
distancia total en los actimetros durante 10 minutos para cada estimulo. Los datos 
fueron obtenidos por el programa Versamax (Accuscan Instruments, Trabue,Ohio) y 
analizados con el programa Versadata (Accuscan Instruments, Trabue, Ohio). 
Recolección de muestras  
Los ratones fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital (50-100 mg/kg), se 
extrajo la sangre por punción cardiaca antes de iniciar la perfusión intracardiaca con 50 
ml de solución salina (NaCl 0.9%) por ratón; a continuación se extrajo el cerebro e 
hígado; el cerebro se disecciono en cortezas, hipocampos y cerebelo. Inmediatamente se 
introdujeron en hielo seco y posteriormente se guardaron a -80ºC hasta su uso. 
Para el estudio de histoquímica, además de usar solución salina, se perfundieron con 30 
ml de paraformaldehido 4% (PFA). Se procedió a la extracción del cerebro y se fijo por 
inmersión durante toda la noche en agitación a temperatura ambiente. Posteriormente se 
lava tres veces con tampón fosfato 0.1 N y se guardó a 4ºC con azida al 0.02% en 
tampón fosfato 0.1N hasta su uso. 
La sangre se dejo coagular durante 2 horas a temperatura ambiente y fue centrifugada a 
2000xg por 10 minutos a 4ºC. Al finalizar la centrifugación se recogió el suero y se 
guardo a -20ºC hasta su uso. 
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Cultivo primario de endotelio cerebral de rata y ratón (RBEC y 
MBEC) 
El cultivo de células endoteliales de cerebro se realiz siguiendo el protocolo descrito 
(Nishijima et. al..2010) a partir de ratas de 5-7 dias de edad. Tras seccionar la cabeza y 
sumergirla brevemente en etanol al 70%, se diseccionó el cerebro, cogiendo solamente 
las cortezas y el hipocampo, mientras se encontraba sumergido en EBSS (Gibco, Life 
Technologies, Alcobendas, España). El tejido se disgregó, primero mecánicamente con 
una cuchilla, y a continuación se introdujo en un tubo de 50 ml con medio enzimático: 
DNAsa (10 U/ml), Dispasa (0.1%, Roche) y Colagenasa II (270 U/ml, Gibco), 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium sin rojo fenol (DMEM F-12, Gibco). 
Posteriormente se incubó durante 1h 30 minutos en agitación a 280 rpm. Tras esto, se 
añadió Suero Fetal Bovino (Gibco) para detener la reacción enzimática y la suspensión 
tisular se pasó a través de una aguja de 20G 4 veces. El tejido homogeneizado se 
centrifugó 5 minutos a 1200 rpm, y el pellet se resuspendió en medio de selección para 
células endoteliales conteniendo Hidrocortisona (1µg/ml, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 
y Puromicina (3 µg/ml, Sigma) disueltas en medio libre de suero para endotelio humano 
(HE-SFM, Gibco) suplementado con Suero Fetal Bovino (Gibco) y 




de 6-12 pocillos previamente incubados con una matriz que contiene Colágeno tipo IV 
(2.5 µg/cm
2
 Sigma) y Fibronectina (0.5 µg/cm
2
, Sigma) diluidos en agua estéril, durante 
al menos una hora y lavados con EBBS.  
Tras 24 horas el cultivo se lavó con Tampón Fosfato (PBS) y se añadió medio de 
selección. 48 horas después se cambia a medio completo: Hidrocortisona (1 µg/ml), 
extracto de cerebro de vaca (0.1 mg/ml), Factor de crecimiento de fibroblastos β (bFGF, 
2 ng/ml, Sigma) disuelto en DMEM F-12 sin rojo fenol suplementado con FBS al 20%. 
Tras 5-7 días de incubación a 37ºC y en un 5% CO2, cuando los cultivos formaron una 
monocapa, se utilizaron para transfecciones o tratamientos hormonales. 
El cultivo endotelial de ratón se obtuvo de la misma forma, haciendo adaptaciones en 
las concentraciones de enzimas y antibiótico; en el medio enzimático: DNAsa (7 U/ml), 




Cultivo primario de plexo coroideo de rata 
La disección del cerebro fue la misma descrita en el cultivo de endotelio, se extrajeron 
los ventrículos laterales además del tercero y cuarto ventrículo de ratas posnatales p7-9. 
El tejido fue digerido enzimáticamente con Pronasa (Sigma) 1 mg/ml en PBS por 25 
minutos a 37ºC en agitación constante, Se dejo decantar el tejido y se añadió ADNasa I 
(Sigma) 12.5 g/ml en PBS por 5 minutos a 37ºC en agitación. Se disgrego 
mecánicamente varias veces con una pipeta Pasteur con la boca de la punta más 
estrecha; se decantaron las células y se desecho el sobrenadante. Después las células se 
lavaron con PBS y se reincuba con ADNasa I a la misma concentración en PBS por 5 
minutos en agitación a 37ºC, y se continua con la disgregación mecánica. Finalmente 
las células se pasan atreves de un filtro de membrana de nilón con un poro de 70 m de 
diámetro a un Falcón de 50 ml. Se lavo tres veces por centrifugación (1000 rpm) con 
PBS. El precipitado se resuspendió en DMEM-F12 suplementado con Suero Fetal 
Bovino al 10%, y se sembró en placa petri (Sterilin) por 2 horas a 37ºC (durante este 
tiempo las células del plexo coroideo no se adhieren a la placa). Después el 
sobrenadante se recupero y suplemento con 10 ng/ml de EGF (Sigma), 5 ng/ml de bFGF 
(Sigma). Las células se sembraron a una densidad de 150.000 por pocillo en placa de 12 
pocillos previamente recubierta con Laminina (Sigma, 10 g/ml durante 2 horas a 
37ºC). 
Ensayo de internalización de IGF-I biotinilado (bIGF-I) 
El ensayo de la captura de IGF-I en células endoteliales y de plexos coroideos se realizo 
al formar una monocapa de células. Las células se ayunaron durante 3 horas con 
DMEM F-12 sin rojo fenol y sin suero fetal bovino. A continuación se pre-trataron e 
incubaron durante 2 horas con 17β-estradiol (Sigma) 10-9M y/o antagonistas específicos 
para los receptores de estrógenos alfa (MPP, 10
-8
M, Tocris) y beta (PHTPP, 10
-7
M, 
Tocris). Transcurrido ese tiempo, se añadió bIGF-I a una concentración final de 0.2 
g/ml, y se incubo durante 1 hora. Todas las incubaciones se realizaron a 37ºC. 
Posteriormente las células se colocaron en hielo, se lavaron una vez con PBS pH 6.0 
para elilminar el péptido unido a membrana, y después 2 veces con PBS pH 7.4 para 
reponer el pH. Después se incubaron en tampón de lisis durante 10 minutos a 4ºC, para 
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extraer las proteínas. Las muestras fueron diluidas en tampón Laemmli y analizadas por 
WB. En el gel se utilizó un carril con bIGF-I diluido en Laemmli como control interno. 
Transfecciones 
Se desechó el medio de las células cultivadas y se lavaron una vez con PBS pH 7.4. Se 
añadió tripsina, dejando actuar durante un minuto a 37ºC; a continuación, se neutralizó 
la reacción con medio de cultivo que contiene suero fetal bovino al 10%. Las células 
fueron contadas con cámara de Neubauer y centrifugadas a 100x g durante 10 minutos. 
Para cada condición de electroporación se usaron dos millones de células. El precipitado 
celular fue resuspendido en 100 µl de solución de electroporación (Ingenio, Mirus, 
USA) y 2 µg del DNA que se quiere introducir. Como control, unas células fueron 
electroporadas con una secuencia aleatoria inespecífica, o con un plásmido que contiene 
el gen de GFP. Se usó el programa M003 del Nucleofector Amaxa (Lonza). 
Inmediatamente después se añadieron 500 µl de medio a la cubeta y se trasladó la 
mezcla a una placa previamente incubada con Poli-L-lisina (Sigma). 48 h después del 
procedimiento se observaron las células en el microscopio de fluorescencia para 
comprobar la eficiencia de transfección. Entre 5-7 días después se lisaron para analizar 
la expresión de proteínas por Western Blot. 
 
Reactivos Uso Concentración Casa comercial 
bIGF-I Captura de IGF-I 0.2 μg/ml Ibt systems 
Estradiol Captura de IGF-I 10
-9
 M Tocris 
MPP Captura de IGF-I 10
-8
 M Tocris 
PHTPP Captura de IGF-I 10
-8
 M Tocris 
PPT Captura de IGF-I 10
-8
 M Tocris 
DPN Captura de IGF-I 10
-9
 M Tocris 
 






Producción de partículas lentivirales. 
Plásmido ERE-GFP 
El promotor CMV del vector pLKO-eGFP fue sustituido mediante restricción 
enzimática por el promotor ERE del plásmido que contiene 3 secuencias repetidas de 
elemento de respuesta a estrógeno (3xERE-TATA luc de AddGene,USA), a 
continuación se generaron clones y se obtuvo un plásmido (pLKO-ERE-eGFP) con los 
características necesarias para generar partículas lentivirales. 
Figura 5: Esquema de la construcción del plásmido pLKO ERE-GFP. La secuencia fue 
insertada tras GFP mediante restricción enzimática (NdeI-XbaI). 
Partículas lentivirales 
El protocolo de empaquetamiento está basado en el método de Naldini (Dull et. 1998; 
Follenzi y Naldini, 2002a y 2002b). Las células HEK293T/17 fueron sembradas 20 
horas antes de la transfección a una densidad de 6x10
6
 células/p100. Antes de realizar la 
transfección, inhibimos la función lisosomal con cloroquina a una concentración final 
de 25M. Posteriormente las células fueron sometidas a una triple transfección con los 
complejos DNA-fosfato cálcico. Se usaron las siguientes cantidades de plásmidos: 
 5g del plásmido de interés a empaquetar (pLKO ERE-GFP) 
 5g de pCMV-dR8.74 
 2mg de pMD2VSV.G 
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Los 3 plásmidos fueron añadieron a una solución de cloruro cálcico 125 mM y después 
a una solución salina tamponada con HEPES (HBS 2x del ingles buffered saline) pH 
7,1; NaCl 280mM, HEPES 100mM NaHPO4 1,5mM) para formar los precipitados de 
fosfato cálcico-DNA. Esta solución se agrega lentamente por goteo a las células. 
Transcurridas 7 horas el medio fue desechado y cambiado por medio nuevo (DMEM+. 
suero fetal bovino 10% + antibiótico/antimicótico). 24 horas postranfección el 
sobrenadante fue recogido (contiene partículas virales), y guardado a -80 y se agrego 
medio nuevo a las células. Este proceso se repite durante 2 días consecutivos. En el 
último día de recogida de partículas virales, todos los medios se descongelan y son 
filtrados (0.45 m) para limpiar el medio de restos celulares. Las partículas fueron 
alicuotadas y guardadas a -80ºC hasta su uso.  
Titulación de partículas virales 
Se realizaron diluciones seriadas del virus EREGFP a partir de las alícuotas guardadas 
hasta alcanzar 10
-7
 y con estas diluciones se infectaron las células 293T previamente 
incubadas con DMEM + 8g/ml de Polibreno en una placa de 24 pocillos a 37ºC. 
Después de 72 horas de incubación las células fueron fijadas con PFA al 4% durante 30 
minutos, e incubadas toda la noche a 4ºC con anticuerpo GFP a una concentración de 
1:500 diluido en PB 1.01N+ 0.1% de Triton X-100 (Sigma) + 0.1% de albumina de 
suero bovino. 
Plásmido Uso Referencia 
pMD2VSV-G Codifica la envoltura del virus de la 
estomatitis vesicular 
Cedido por el Dr. Díaz-
Nido (UAM-CBM) 
pCMV-dR8.74 Aporta todos los elementos necesarios para 
el empaquetamiento de los vectores virales 
Cedido por el Dr Díaz-Nido 
(UAM-CBM) 
pLKO EREGFP Contiene el gen que codifica GFP bajo el 
promotor Elementos de Respuesta a 
Estrógeno  (ERE) 
Generado en el laboratorio 
del Dr Torres Aleman 
p3X ERE-TATA 
luc 
Contiene la secuencia del promotor ERE Depositado por Donald 
McDonnell (Addgene) 
pLKOeGFP Contiene el gen que codifica eGFP AddGene 
 
Tabla 3 Plásmidos empleados 
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ELISA de IGF-I murino y estradiol 
Para determinar los niveles de IGF-I en tejido y suero se uso un kit comercial de R&D 
systems siguiendo las instrucciones del manual proporcionado por el fabricante. El 
tejido (hipocampo, corteza, cerebelo) fue homogenizado en 1N de acido acético, 
hervido a 100ºC por 20 min y centrifugado a 14000 rpm/4ºC/10 min; se recupero el 
sobrenadante y se congelo a -80ºC para su posterior liofilización, se mantuvo a -80ºC 
hasta su uso. Las muestras se reconstituyeron con PBS pH 7.4 el mismo día que se 
realizo el ensayo, y la determinación de proteína por Bradford, para expresar la cantidad 
de IGF-I por proteína total. El suero fue diluido 1/500 en el tampón de calibración 
proporcionado por el fabricante.  
Los niveles de estradiol en suero fueron determinados con el Kit comercial de ENZO 
life Science siguiendo las instrucciones del fabricante. La extracción de estradiol se 
realizo de la siguiente forma: 
Se agrego al suero 5 partes de dietil éter por 1 de suero, se agito en vortex durante 2 
minutos, y se dejo reposar en nevera para que las fases se separen. La fase orgánica fue 
recuperada en eppendorf para su posterior secado en speed vac por 2 horas a 45ºC, 5.1 
ATM. Las muestras fueron guardadas a -80 hasta su uso. El día del ensayo se 
rehidrataron las muestras a temperatura ambiente con 500 l de tampón del kit. 
Inmunocitoquímica 
Las células endoteliales crecieron adheridas a cristales colocados previamente sobre la 
placa de cultivo. Fueron lavadas con PBS 1x pH 7,4 y ayunadas durante tres horas  con 
DMEM F-12 sin rojo fenol. Posteriormente fueron tratadas con 17β-estradiol (1nM) 
disuelto en DMSO, durante tres horas. Los controles fueron tratados solo con DMSO 
diluido 1:1000. Pasadas las 3 horas de tratamiento, las células fueron bloqueadas con 
una solución de bloqueo/lavado que contiene PBS pH 7,4/albumina de suero bovino al 
0.1%. A partir de este punto se continuó todo el experimento sobre hielo. Las células 
fueron incubadas con el anticuerpo anti-IGF-IR conjugado con fluoresceína 
(Neuromics) disuelto 1:20 en la solución de bloqueo durante 30 minutos en agitación. 
Después se hicieron dos lavados rápidos con la solución de lavado/bloqueo y fueron 
fijadas con paraformaldehído al 4% durante 5 minutos y se realizó otro lavado para 
quitar el PFA 4%. Las células fueron incubadas con Hoechst (para teñir los núcleos 
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celulares) diluido 1:500 en la solución de lavado/bloqueo durante 5 minutos en 
agitación. A continuación fueron cubiertas con medio de montaje de Gerbatol y 
montadas en portas de cristal para su posterior observación en el microscopio de 
fluorescencia (Leica). 
Histología  
Los cerebros fueron previamente extraídos y fijados con PFA 4% tal como se ha 
explicado previamente. Posteriormente los cerebros fueron cortados en rodajas de 50 
m de grosor en un vibratomo (Leica, Alemania). Los cortes de interés fueron 
seleccionados, separados y visualizados en un microscopio confocal y/o microscopio de 
fluorescencia (Leica), o guardados en oscuridad con PB 0.1N + azida al 0.02% a 4ºC 
hasta su uso. 
Extracción de proteína y preparación de lisados 
Las muestras de tejido fueron homogenizadas (Ultraturrax, IKA, Alemania) en tampón 
de extracción de proteínas a pH 7,4 (NaCl 150 mM, Tris HCl 20 mM, EDTA 5 mM, 
glicerol 10%, NP40 1%) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas 
(Sigma; PMSF 1 mM, sodio o-vanadato 1 mM). Para los lisados celulares se agrego el 
mismo tampón de extracción de proteínas directamente en la placa a 4ºC, y 10 minutos 
después se rascaron los pocillos, los lisados fueron centrifugados a 14000 rpm/4ºC/10 
min para eliminar cualquier resto celular insoluble. Cuando se extrajeron las proteínas 
por Trizol, el precipitado fue resuspendido en SDS 1% y solo se usaron para western 
blot. La cantidad de proteína total fue determinada mediante el método de Bradford 
(Bio-Rad), o BCA (Acido bicinchoninico y sulfato de cobre, Sigma) para los lisados 
con SDS. En ambos casos como estándar se uso albumina de suero bovino. 
Western Blot 
Las muestras se mezclaron con tampón de carga Laemmli 5X ,5% de β-mercaptoetanol. 
Para desnaturalizar las proteínas se calentaron a 95ºC durante 5 minutos. Posteriormente 
fueron separadas en geles SDS-PAGE (Bio-Rad) al 10% (25 µl de lisado por pocillo). 
Como marcadores de pesos moleculares fueron usados: MagicMark XP Western 
Standard (Invitrogen) y Prosieve QuadColor
 
Protein Markers (Lonza). El voltaje inicial 
fue de 80 V y tras media hora, se aumentó a 120V. Las proteínas fueron transferidas a 
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una membrana de nitrocelulosa (BioRad) durante una hora a 350 mA; o Inmobilon 
(Milipore), (previamente activada con metanol) durante 50 min a 295 mA. El bloqueo 
de la membrana se realizó en tampón Tween 20 (al 0.1%)- Tris Salino (TTBS) con 5% 
de leche desnatada. Después se incubaron con anticuerpos primarios (ver tabla) durante 
toda la noche a 4ºC. El control de carga (β-actina) fue incubado durante 2h a 
temperatura ambiente. En el caso de los experimentos en los que se utilizo el complejo 
peroxidasa estreptavidina-biotina (Invitrogen), se incubaron durante 2 horas a 
temperatura ambiente. Todos los lavados fueron con TTBS 3 veces/10 min. Las 
membranas incubadas con estreptavidina se incubaron con solución quimioluminiscente 
(Pierce ECL, Thermo Fisher Scientific) después de los lavados. Las demás membranas 
se lavaron con TTBS 3 veces/10min, y fueron incubadas con anticuerpos secundarios 
conjugados con peroxidasa de rábano (HRP) durante 1h a temperatura ambiente. Las 
membranas fueron lavadas de nuevo con TTBS 3 veces /10 min, y para detectar la señal 
quimioluminiscente se usaron los reactivos de revelado de Pierce ECL (Thermo Fisher 
Scientific) y las películas de alta resolución de quimioluminiscencia (Amersham 
Hyperfilm
 
ECL, GE Healthcare). La intensidad de las bandas obtenidas fue medida por 
densitometría (BioRad, GS800 Densitómetro Calibrado) usando el programa de 
cuantificación Quantity One (Bio-Rad): se obtuvo la densidad óptica X área (mm
2
) 
ajustada al volumen (DXA) para las bandas de interés. Los resultados de cada una de las 














Especie Casa Comercial Tipo 
ERα 1:2000 Ratón Abcam Monoclonal 
MDM2 1:500 Ratón SantaCruz 
Biotechnology 
Monoclonal 
IGF-1Rβ 1:500 Conejo SantaCruz 
Biotechnology 
Policlonal 
β-actina 1:40000 Ratón Abcam/Sigma Monoclonal 
Estreotavidina-
HRP 
1:1000  Invitrogen  
p53 1:1000 Ratón Cell Signalling Monoclonal 




1:20 Ratón Neuromics Monoclonal 
GFP 1:500 Conejo Invitrogen Policlonal 
Orexina A 1:1000 Cabra Santacruz 
Biotechnology 
Policlonal 
Anticuerpo Secundario Dilución Casa Comercial Tipo 
anti-ratón IgG unido a 
peroxidasa 
1:10000 Biorad Policlonal 
anti-conejo IgG unido a 
peroxidasa 
1:10000 Biorad Policlonal 




Extracción de ARN  
La extracción fue realizada con el reactivo comercial Trizol (Ambion), siguiendo las 
instrucciones proporcionadas por el fabricante, para aislar ARN y proteína de tejidos y 
de cultivos primarios. El ARN fue reconstituido con agua libre de nucleasas (Ambion); 
la concentración y calidad del ARN fueron medidas por espectrofotometria (NanoDrop 
1000, Thermo Scientific). Se obtuvieron concentraciones en un rango de 1-0.5 g/l y 
solo se usaron las muestras que estaban dentro de los ratios de calidad 260/280 y 
260/230. Las muestras fueron congeladas a -80ºC hasta su uso. 
Retrotranscripción por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La retrotranscripción de 0.5 g de ARN a ADNc se realizó con el Kit de transcripción 
reversa de alta capacidad (Applied Biosystems) en termociclador (Applied Biosystems), 
siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADNc obtenido fue diluido 4 veces para 
eliminar restos de los compuestos presentes en la muestra y por último se guardo a         
-20ºC hasta su uso. 
Reacción cuantitativa en cadena de la polimerasa (qPCR) 
Para la amplificación del ADNc usamos sondas Taqman (Applied Biosystems) que no 
detectan ADN genómico, descritas en la tabla 5; como control endógeno usamos la 
sonda 18s RNA ribosomal, que es un gen de expresión estable. Cada muestra fue 
evaluada por triplicado en 20 l de reacción (5 l de ADNc +15 l de una mezcla de 
cebadores, sondas, master mix) usando Taqman Universal PCR Master Mix, siguiendo 
el protocolo de Applied Biosystems. El equipo utilizado para la qPCR fue 
ABIPrims7000 con el siguiente programa: 50ºC 2 minutos; 1 repetición, 95ºC 10 
minutos, 1 repetición. 95ºC 15 segundos 1 repetición, 60ºC 1 minuto, 40 repeticiones. 
Para el análisis de la cuantificación relativa usamos el método modificado 2(-C (T)) 
(Pfaffl, 2001). Los resultados son expresados como el ratio del gen en estudio frente al 






Gen Especie Secuencia Referencia 
IGF-I Mus musculus GCTTTTACTTCAA 
CAAGCCCACAGG 
Mm00439560_m1 
IGF-IR Mus musculus GGCCAGAAGTGG  
AGCAGAATAATCT 
Mm00802831_m1 




18s Mammalia  4319413E 
 
Tabla 5 Sondas Taqman empleadas para los experimentos de qPCR 
 
Análisis estadístico 
El análisis estadístico fue realizado con el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software Inc., San Diego, CA). Cada grupo experimental cuenta con un número de 
animales o experimentos de 5-10. Después de pasar la prueba de normalidad usamos la 
prueba T de Student para comparar 2 grupos, y ANOVA de una vía para comparar más 
de 2 grupos, seguido de la prueba de comparación múltiple post-hoc Bonferroni. Los 
resultados se muestran como medias ± error estándar de la media (±SEM por sus siglas 
en inglés). Los datos analizados fueron considerados estadísticamente significativos al 




















Dimorfismo sexual en la modulación del estado de ánimo por el 
ejercicio físico 
Los efectos beneficiosos del ejercicio en parte están mediados por factores 
neurotróficos; entre estos se encuentra el IGF-I circulante (Carro et. al. 2000; Carro et. 
al. 2001). Recientemente se ha reportado que estos efectos son sexualmente dimórficos 
(Baker et. al. 2010), por lo que decidimos explorar en más detalle el efecto del IGF-I 
circulante en el estado de ánimo, ya que éste es bien conocido que es modulado por el 
ejercicio. Primero buscamos si había diferencias sexuales en la conducta de los ratones 
en respuesta al ejercicio físico forzado. Usamos las siguientes pruebas de 
comportamiento: laberinto de brazos cruzados, para medir los niveles de ansiedad; 
actímetro, para medir la actividad total de los ratones durante la aplicación de diferentes 
estímulos y, además, como control de la mayor actividad global que suele ser inducida 
por el ejercicio físico. Asimismo, empleamos una batería de estímulos para medir el 
estado de alerta, además de la prueba de nado forzado como inductor de estrés; 
finalmente, medimos la resistencia al estrés con la prueba de suspensión de la cola.  
Dimorfismo Sexual en los niveles de ansiedad pre y post ejercicio. 
Después de dos semanas de ejercicio físico forzado analizamos los niveles de ansiedad 
en ratones machos y hembras de la misma edad; encontramos que basalmente las 
hembras muestran niveles bajos de ansiedad en comparación con los machos (Figura 6, 
A). y que el ejercicio físico tiene un efecto ansiolítico solo en machos (Figura 6, B). 




Figura 6 Niveles de ansiedad en ratones machos y hembras normales: A) Niveles de ansiedad en 
ratones sedentarios B) Niveles de ansiedad en ratones ejercitados respecto a sedentarios. Los machos 
ejercitados mostraron un  incremento significativo en el tiempo que se pasan explorando los brazos 
abiertos respecto al empleado por machos sedentarios (los valores se expresan como porcentaje respecto a 
animales sedentarios). Mayor tiempo pasado explorando los brazos abiertos indica menores niveles de 
ansiedad. T de Student: *p<0.05 













































Dimorfismo Sexual de la resistencia al estrés proporcionada por el 
ejercicio físico  
Micro ARN 375 como indicador de resiliencia 
Otro parámetro a evaluar es la resistencia al estrés generada por el ejercicio físico y el 
posible dimorfismo sexual presente en la respuesta al estrés (Kosten et. al. 2007). Para 
ello, en primer lugar, analizamos los niveles del micro ARN 375 (mir 375) como 
indicador de resiliencia, por estar relacionado con procesos de estrés, habiéndose 
reportado en bibliografía que niveles elevados de este microARN están asociados a este 
tipo de respuestas (Gapp et. al. 2014). Asimismo, la determinación de este miR se llevó 
a cabo en hipocampo, por ser ésta una estructura vulnerable al estrés. Como resultado 
observamos que los machos tienen elevados los niveles del micro ARN 375 en 






Figura 7 Niveles de mir 375 en hipocampo de ratones C57. Los niveles del micro RNA fueron 
analizados por qPCR y relativizados a machos . T de Student: *p<0.05 
Resistencia al estrés mediada por ejercicio físico 
Como factor importante que revela el estado de ánimo, examinamos también si el 
ejercicio genera resistencia al estrés. Para ello expusimos a los ratones a nado forzado 
antes de realizar ejercicio y posteriormente a la prueba de suspensión por la cola (Figura 
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Figura 8 Susceptibilidad a estado depresivo y resistencia al estrés: A) Tiempo de inmovilidad en nado 
forzado comparando niveles basales. B) Tiempo de inmovilidad en suspensión por la cola post ejercicio. 
C) Tiempo de inmovilidad en nado forzado pre y post ejercicio. Las hembras sedentarias mostraron 
mayor tiempo de inmovilidad respecto al empleado por machos sedentarios (los valores se expresan en 
segundos). Mayor tiempo de inmovilidad es un indicador de estrés y depresión. Se analizaron los últimos 
4 minutos de cada prueba con una duración en total de 6 minutos por cada ratón. T de Student: *p< 0.05, 
**p< 0.005  
Encontramos que las hembras son ligeramente más susceptibles al estrés que los 
machos según los resultados del test de nado forzado, pero después de realizar ejercicio 
físico solo las hembras, muestran mayor resistencia al estrés, tal como se ve en las 
pruebas de suspensión por la cola y natación forzada. 
Estado de atención esta incrementado en hembras por el ejercicio físico. 
Como se ha reportado que el ejercicio físico también tiene efectos en el estado de 
atención (Lambourne y Tomporowski 2010), examinamos un posible dimorfismo 
sexual en este estado mediante tres estimulos consecutivos (olfativo, tactil y vestibular) 
un dia después de finalizar el ejercicio físico (Figura 9). Observamos que el estimulo 
olfativo y tactil no inducen un incremento del estado de alerta post ejercicio; pero si el 
estimulo vestibular, que promueve un aumento de los niveles de alerta en hembras 
ejercitadas en comparación con las sedentarias o con machos sedentarios y ejercitados, 

















































































Figura 9 Estado de alerta. Se muestra la distancia total después de 10 minutos en actimetros A) 
Estimulo Olfativo: consite en 10 segundos de expocisiòn a 10 mililitros de benzaldehído al 100% B) 
Estimulo Tactil: dos segundos de exposion a aire comprimido en el lomo del raton C) Estimulo 
Vestibular: 8 segundos en un agitador orbital a 90 rpm. Solo con el estimulo vestibular se observan 













































































diferencias significativas, las hembras ejercitadas tienen mayores niveles de alerta comparadas con las 
hembras sedentarias. Anova 1 via: ***p<0.0005 post hoc Bonferronis: **p<0.005  
Diferencias sexuales en los niveles de IGF-I en respuesta al ejercicio 
físico  
Debido a las claras diferencias sexuales del efecto del ejercicio sobre el estado de 
ánimo, y dado que el IGF-I es un importante modulador del mismo (Carro et. al. 2000), 
examinamos los niveles de IGF-I en respuesta al ejercicio y comparamos las diferencias 
entre machos y hembreas en diversas estructuras del cerebro como corteza, cerebelo e 
hipocampo. 
El cerebelo es la estructura que integra y controla la información del aparato locomotor, 
además de mostrar dimorfismo sexual (Doulazmi et. al. 1999; Dean et. al.., 2012). 
Miramos en esta estructura los niveles de IGF-I y de su receptor mediante ELISA y 
Western blot respectivamente. Encontramos que los niveles de IGF-I y de su receptor no 











Figura 10 Niveles de IGF-I y su receptor en el cerebelo de ratones C57 machos y hembras. Los 
niveles del péptido se analizaron por ELISA y los niveles del receptor se analizaron mediante western 
blot. A) Niveles de IGF-I B) Niveles de IGF-IR en machos, C) Niveles de IGF-IR en hembras, se 
































































muestran imágenes representativas de las membranas. No hay diferencias significativas entre machos y 
hembras. 
A continuación nos centramos en el hipocampo, ya que es una región del cerebro 
particularmente relevante en los desordenes del estado de ánimo (Andrus et. al. 2012); 
además de ser una de las aéreas del cerebro más relacionadas con ansiedad (Adhikari 
2014), es una estructura sensible al ejercicio físico y actividad física (Vijay et. al. 2015; 
Inoue et. al. 2006). También se ha descrito que en respuesta al ejercicio físico el 
hipocampo captura IGF-I circulante (Carro et. al. 2000). La principal función del 
hipocampo se piensa que está en relación con funciones de memoria y aprendizaje, de 
ahí que aparezca relacionado con varias enfermedades neurodegenerativas 
(Moodley K.K. and Chan D 2014). Estas características hacen del hipocampo una 
estructura de interés para analizar la posible conexión entre IGF-I y la modulación del 
estado del ánimo a través del ejercicio físico. 
Como se observa en la Figura 11, el ejercicio moduló los niveles de IGF-I y de su 









Figura 11 Niveles de IGF-I en hipocampo de ratones machos y hembra: A) niveles de Proteina B) 
Niveles de ARNm de IGF-I.El ejericicio incrementa los niveles de IGF-I en hipocampo de hembras y 
disminuye los niveles del mensajero en respuesta al incremento de la proteina Los niveles de proteina 
fueron analizados por ELISA y los niveles del ARNm fueron analizados por qPCR. T de Student * 
p<0.05,**p<0.005 
 
Niveles de Receptor de IGF-I en hipocampo. 
 
Dados los cambios vistos en los niveles de IGF-I, analizamos si el ejercicio fisico 
produce cambios en la expresion de su receptor. Observamos que tanto en machos como 

















































en hembras ejercitadas se produce un incremento en los niveles de IGF-IR medido por 
















Figura 12 Niveles de IGF-IR en hipocampo: A) Machos sedentarios y ejercitados,B) Hembras 
sedentarias y ejercitadas, C) Comparacion entre machos y hembras sedentarios. Se muestran imágenes 
representativas de las membranas. El receptor de IGF-I incrementa en los ratones ejercitados tanto en 
machos como en hembras pero no hay diferencias significativas entre machos y hembras. Los niveles del 
receptor de IGF-I se analizaron mediante western blot T de Student *p<0.05,**p<0.005 
 
Ejercicio Agudo  
Para comprobar si el régimen de ejercicio es determinante en las respuestas observadas 
en hembras respecto al incremento de IGF-I, se sometieron a una sola sesión de 
ejercicio a un grupo de ratones machos y hembras. Comparamos los niveles de IGF-I 
después de realizar ejercicio agudo durante 40 minutos, (este grupo tan solo había 
tenido una sesión de habituación al treadmill durante 20 minutos). Observamos que solo 
en los machos hay una tendencia (que no llega a ser significativa) a incrementar los 




































































Figura 13 Niveles de IGF-I en hipocampo después de ejercicio agudo. El ejercicio agudo no produce 
cambios significativos en los niveles de IGF-I en hipocampo en hembras, pero si una tendencia a 
incrementar en machos. Los niveles del péptido se analizaron por ELISA. Se compararon los niveles de 
IGF-I de machos y hembras tras una sola sesión de ejercicio forzado (12 m /m durante 40 min).  
 
Las hormonas ovaricas modulan los niveles de IGF-I  
 
Por otra parte, como nuestras observaciones de los cambios en los niveles de IGF-I 
después del ejercicio fisico estan relacionados con los cambios en la conducta de los 
ratones, siendo las hembras mas susceptibles a estos cambios,analizamos las hormonas 
sexuales como posibles moduladores del IGF-I, ya que existe una abundante literatura 
relacionando a este factor trofico con los esteroides gonadales. 
 
Primero comparamos los niveles de IGF-I en hipocampo en las fases del ciclo estral 
donde los niveles de estradiol incrementan (Proestro) o disminuyen (Diestro) en ratones 
normales y en mutantes LID que presentan niveles bajos de IGF-I circulante, para 
comprobar que la modulacion de los niveles de IGF-I hipocampal es principalmente por 
el IGF-I circulante y no el endogeno del cerebro.  
 
Encontramos que IGF-I es directamente proporcional con los niveles de estrogenos, 
pero su mensajero no se ve modificado en ratones normales; mientras que en ratones 








































Figura 14 Modulación de IGF-I en el hipocampo durante el ciclo estral: A) niveles de IGF-I.  B) 
niveles de ARNm de IGF-I.  C) Niveles de IGF-I en ratones LID. Solo hay cambios significativos en los 
niveles de IGF-I en hembras normales. Se analizaron los niveles del peptido mediante ELISA y los 
niveles de ARNm por qPCR. T de Student **p<0.005. 
 
Posteriormente ovariectomizamos a un grupo de hembras y después de un mes 
evaluamos los niveles de ansiedad (Figura 15). Las hembras ovariectomizadas 
mostraron un comportamiento más ansioso que las hembras intactas y como resultado 








Figura 15 Niveles de ansiedad en hembras ovariectomizadas (Ovx). Las hembras ovariectomizadas 







































































































Figura 16 La ovariectomia inhibe el efecto estimulador del ejercicio sobre IGF-I en el hipocampo: 
A) Niveles de IGF-I.  B) Niveles de RNAm de IGF-I. No se observaron cambios significativos en estos 
grupos. 
 
Niveles de IGF-I en suero y ARNm de IGF-I en hígado 
Como los datos indican que el IGF-I circulante está relacionado con los cambios 
observados en la conducta;  medimos IGF-I en suero y el ARN mensajero de IGF-I en 
el hígado por ser el mayor productor de IGF-I circulante (Figura 17). No observamos 
cambios significativos de IGF-I en el suero de machos, pero si una tendencia a 
incrementar en hembras tras el ejercicio. El ejercicio no modifica significativamente los 








Figura 17 IGF-I periférico en machos y hembras C57 A) Niveles de IGF-I en suero.  B) Niveles de 
ARN mensajero de IGF-I en hígado. Los niveles de IGF-I en suero tienden a incrementar en hembras 
ejercitadas, esta tendencia puede deberse a que las hembras tienen mayores niveles de ARNm de IGF-I en 
hígado. Anova de 2 vías *p<0.05. 






























































































Interacción de IGF-I y estradiol  
Como se ha reportado que el IGF-I circulante puede entrar al cerebro a través de la 
barrera entre la sangre y el liquido cefalorraquídeo, formada por los plexos coroideos 
(Carro et. al. 2000) o atravesando la barrera hematoencefalica (Nishijima et. al. 2010). 
Decidimos comprobar la interacción de IGF-I y estradiol en estos dos tipos celulares 
especializados en mediar el paso de sustancias al cerebro: las células endoteliales de los 
vasos y las células epiteliales del plexo coroideo. 
Encontramos que solo las células endoteliales son capaces de capturar más IGF-I en 
respuesta al tratamiento con estradiol, aunque esta captura no es dependiente del género 












Figura 18 Captura de IGF-I biotinilado A) Células de endotelio de cerebro. B) Células de plexo 
coroideo. C) Células de endotelio de cerebro obtenidas de donantes macho o hembra. El estradiol 
incrementa la captura de IGF-I en endotelio cerebral tanto de machos como de hembras, pero no modula 
la captura de IGF en plexo coroideo. Las células de cultivos primarios fueron tratadas con IGF-I 
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Además mediante inmunocitoquimica observamos la interacción de estradiol y el 
receptor de IGF-I en las células endoteliales, Después de tres horas de tratamiento con 
estradiol observamos un incremento de la expresión del receptor de IGF-I en la 
membrana plasmática de las células endoteliales (Figura 19). 
 
Figura 19 Expresión del IGF-IR en membrana de células endoteliales. Tratamiento de E2 1nM 
durante 3 horas incrementa la expresión del receptor de IGF-I en la membrana. Inmunocitoquimica con 
anticuerpo IGF-IR 1:500 marcado con fluorosceina  durante 15 minutos a 4ºC, posteriormente se fijaron 
las células con PFA al 4% durante 10 min y en el ultimo lavado se incubo con Hoechst 1:500 durante 5 
minutos. Microscopio de fluorescencia 40x. 
Posteriormente analizamos mediante inhibidores y agonistas específicos, el subtipo de 
receptor de estradiol involucrado en la captura de IGF-I. Observamos que el aumento en 
la captura de IGF-I está mediado por la activación (estimulación) del receptor de 







Figura 20 Modulación de la endocitosis de bIGF-I por antagonistas y agonistas de los receptores de 
estrógenos: A) Solo el antagonista del receptor alfa inhibe el efecto del estradiol, MPP (ER): 10-8 M; 
PHTPP (ER): 10-8 M. B) El agonista alfa imita la acción del estradiol, pero no el agonista beta, PPT (ER 
a): 10
-8
 M; DPN (ER b): 10
-9
 M. Los niveles de IGF-I biotinilado se analizaron mediante western blot. T 
de Student * p<0.05,**p<0.005,***p<0-0005. 


































Estos datos in vitro indican una estimulación de la captura de IGF-I por células 
endoteliales de los vasos cerebrales inducida por el E2, que podría explicar el 
incremento de IGF-I en el cerebro. 
El ejercicio físico incrementa la actividad de los receptores de estrógenos 
en el cerebro  
Para comprobar los datos previamente observados in vitro, analizamos el papel de los 
estrogenos en ratones hembra durante el ejercicio, mediante un reportero de la actividad 
de estos receptores. Este reportero expresa GFP y fue vehiculado por un lentivirus  que 
usamos para infectar el endotelio de los ratones via intracarotida. Primero transfectamos 
células con la construccion EREGFP para verificar que la expresion de GFP era sensible 
a estradiol (Figura 16); una vez comprobado que el sistema de expresión lentiviral 
funcionaba, infectamos ratones via intracarotida con las particulas lentivirales generadas 














Figura 21 Expresion del plasmido reportero EREGFP en celulas 293T. Se realizaron tratamientos de 
E2 (1nM) a 24h, 48h y 72h, para comprobar la actividad del reportero de receptores de estrogenos. GFP 
en verde y Hoechts (1:500 durante 5 minutos) en azul. Microscopio de fluorescencia 40x. 
 
Analizamos los niveles de GFP por inmunicitoquimica en cerebro total, y en hipocampo 
por western blot. Encontramos que el ejercicio incrementa la actividad de los recepores 
de estrogeno en el cerebro de ratones hembras ejercitadas (Figuira 22 A,22 B). Por otra 
 64 
 
parte analizamos los niveles de estradiol en sangre y encontramos que los niveles de 
esta hormona disminuyen significativamente en las hembras que realizaron ejercicio 
















Figura 22 Expresion de GFP bajo el promotor ERE in vivo y niveles de estradiol en suero: A) 
Cortes de cerebro de ratones hembra sedentaria (arriba) y ejercitada (abajo). B) Niveles de proteina de 
GFP en hipocampo.  C) Niveles de estradiol en suero. Despues de 2 semanas post infeccion via carotida 
los ratones se expusieron a la banda de correr durante dos semanas. Posteriormente se compararon los 
cerebros totales de ratones sedentarios con ratones ejercitados y mediante western blot se analizaron los 
niveles de GFP en hipocampo. T de Student *p<0.05 ***p<0.0005 Lupa de fluorescencia 15x (Leica). 
 
 
El receptor alfa no modifica los niveles de ansiedad en hembras 
jovenes 
 
Se ha reportado que IGF-I tiene un efecto ansiolítico, pero en nuestros datos no 
observamos cambios significativos en los niveles de ansiedad en las hembras ejercitadas 
que a su vez muestran mayores niveles de IGF-I en el hipocampo. Además, hemos 

























































específicamente a través del receptor alfa de estrógenos. Basándonos en estas 
observaciones, tratamos a un grupo de hembras con un antagonista especifico del 
receptor alfa (MPP) y comparamos los niveles de ansiedad post ejercicio físico. (Figura 
23). Observamos que el bloqueo de los receptores alfa de estrógeno no produce cambios 






Figura 23 Niveles de ansiedad en Ratones C57 hembra tratados con un antagonista especifico del 
receptor de estrógenos alfa. Ratones inyectados cada tres días con MPP (0.052g/Kg) o DMSO (0.1 ml 
de 1:1000) post ejercicio durante dos semanas de entrenamiento en cinta de correr (0.2 m/s, 40 min/día, 5 
días/semana). T de Student *p<0.05  
 
El ejercicio modula el estado de animo en parte a través del IGF-I 
circulante  
 
Para confirmar el papel del IGF-I serico en la modulacion del estado de ánimo en 
hembras, medimos los niveles de ansiedad en ratones hembra mutantes LID. Estos 
ratones tienen 75% menos de IGF-I circulante en comparacion con ratones control. 
Encontramos que estos ratones muestran mayores niveles de ansiedad, tal como se 
determina en el test del EPM ,y el ejercicio fisicio no los modifica. Ademas, en lugar de 
encontrar niveles elevados de IGF-I en el hipocampo tras ejercicio, observamos todo lo 
contrario, una disminución en los niveles de IGF-I en hipocampo de ratones LID 











































Figura 24 Niveles de ansiedad e IGF-I en ratones hembra LID A) Tiempo en brazos abiertos del 
EPM.  B) Niveles de IGF-I en hipocampo. Los ratones hembra LID tienen mayores niveles de ansiedad 
que las hembras normales y post ejercicio hay una disminucion significativa de IGF-I en el hipocampo de 
estos ratones. Se midio el tiempo en los brazos abiertos en el laberinto de brazos cruzados durante 5 
minutos y los niveles de IGF-I en hipocampo de ratones hembras LID mediane ELISA,  T de Student 
*p<0.05 **p<0.005 
 
Interacción entre IGF-I circulante y estradiol en la modulación del 
estado de ánimo a través del ejercicio físico 
 
La presencia de IGF-I circulante y hormonas ováricas es necesaria para que 
el ejercicio regule el estado del ánimo 
 
Analizamos el papel del IGF-I circulante y el receptor alfa de estrógenos en la 
resistencia al estrés, que es potenciada por el ejercicio. Para ello comparamos ratones 
normales con ratones tratados con MPP (antagonista alfa) para comprobar el efecto de 
las hormonas ováricas por una parte, y ratones LID como modelo de insuficiencia de 
IGF-I circulante. Observamos que el ejercicio físico proporciona resistencia al estrés y 
este efecto es atenuado por el bloqueo del receptor alfa de estrógenos, y que niveles 
bajos de IGF-I circulante no proporcionan resistencia al estrés post ejercicio. Además, 
los ratones LID muestran un mayor comportamiento depresivo, tal como se determina 
en el test de suspensión por la cola. (Figura 25). 
 
 




























































Figura 25 El ejercicio aumenta la resistencia al estrés.  Se comparo el tiempo de inmovilidad de 
ratones hembras sedentarios (Sed) y ejercitados (Eje) con grupos de hembras normales ejercitadas 
tratados con DMSO o MPP y otro grupo de ratones LID sedentarios y ejercitados. Solo las hembras 
normales e intactas presentan mayor resistencia al estrés tras ejercicio. Se contabilizo el tiempo de 
inmovilidad en los últimos 4 minutos de la prueba de suspensión por la cola. Cuatro grupos realizaron 
ejercicio forzado: ratones hembras control sin tratamiento, ratones tratados con DMSO o MPP y ratones 
hembra LID. MPP (0.052g/Kg) o DMSO (0.1 ml de 1:1000) T de Student *p<0.05. 
El IGF-I circulante y las hormonas ováricas son imprescindibles para que el 
ejercicio regule el estado de alerta. 
De acuerdo a nuestros datos, las hembras que realizaron ejercicio físico muestran una 
mayor atención (medida como alerta vestibular), lo que correlaciona con un incremento 
de IGF-I circulante en el hipocampo. Para indagar más respecto de la interacción de 
estas hormonas y la modulación de la atención por ejercicio, miramos si la usencia de 






Figura 26 Modulación del estado de alerta tras ejercicio. El estado de alerta incrementa post ejercicio 
en hembras normales; mientras que la falta de hormonas ováricas o niveles bajos de IGF-I periférico 
reducen el estado de alerta independientemente del ejercicio físico. Representación de la distancia total 
por minuto, la duración total de la prueba fue de 10 minutos después del estimulo vestíbular, utilizando un 
agitador horizontal a 90 r.p.m. durante 8 segundos. Anova 1 vía *** p<0.0005 post hoc Bonferronis ** 
p<0.005 















































Regulación del estado del animo a lo largo del tiempo: hembras 
control y APP/PS1 de mediana edad 
 
La enfermedad de Alzheimer es una de las enfermedades con mayor prevalencia en 
mujeres (Viña y Lloret 2010; Alzheimer´s Association 2014). Se ha sugerido que la 
menopausia es un factor a tener en cuenta (Rettberg et. al. 2016), pero la falta de 
evidencia y datos discordantes hacen que este tema permanezca sin esclarecer (Pines A 
2016). De acuerdo a esta información y nuestros datos, decidimos investigar el estado 
de ánimo en ratones hembras C57 y APP/PS1 de mediana edad (8-9 meses) (lo que es 
equivalente a mujeres pre-menopausicas), como un posible indicador de la enfermedad 
de Alzheimer, que suele venir precedida por cambios en el estado de ánimo (Masters 
MC et. al. 2015) y una ventana para posibles tratamientos con IGF-I y/o agonistas del 
receptor de estrógeno alfa. 
Primero analizamos los niveles de IGF-I (Figura 27) y el estado de ánimo en hembras 
normales de mediana edad (Figura 28) para saber si la edad es una variable en la 
modulación del estado del ánimo por el ejercicio físico. Posteriormente analizamos a las 






Figura 27 Niveles de IGF-I en hipocampo de hembras normales de mediana edad: Se analizaron los 
niveles del péptido mediante ELISA, después de dos semanas de exposición a la cinta para correr (12 
m/m durante 40 min/día). No se observaron cambios significativos en los niveles de IGF-I en hipocampo. 
 
Los niveles de IGF-I en hipocampo de las hembras normales de mediana edad no 
cambian después de realizar ejercicio, lo que contrasta con lo previamente observado en 























observamos que en hembras de mediana edad el ejercicio forzado produce un efecto 
ansiogénico (Figura 28), mientras que en hembras jóvenes no modifica los niveles de 





Figura 28 Modulación de los niveles de ansiedad por el ejercicio físico en hembras de mediana 
edad. Se contabilizo el tiempo en los brazos abiertos del laberinto de brazos cruzados. Las hembras 
ejercitadas muestran mayores niveles de ansiedad en comparación con las hembras sedentarias.  
Además comparamos el comportamiento depresivo a nivel basal en hembras jóvenes y 
de mediana edad a base de someterlas a un estrés agudo (Nado Forzado). Observamos 
que las hembras de mediana edad tienen un comportamiento menos depresivo en 






Figura 29 Disminución del tiempo de inmovilidad en hembras normales de mediana edad: Las 
hembras de mediana edad presentan un comportamiento menos depresivo que las hembras jóvenes. Se 
analizaron los últimos 4 minutos de la prueba de nado forzado de un total de 6 minutos. Solo se 
contabilizo el tiempo de inmovilidad.  T de Student ***p<0.0005  
También exploramos el efecto del ejercicio en la resistencia al estrés. Las hembras de 
mediana edad ejercitadas no muestran una resistencia aumentada al estrés tal como 
ocurre en hembras jóvenes (ver Figura 7A). Además, observamos que el ejercicio, no 



























































Figura 30 Resistencia al estrés tras ejercicio en hembras de mediana edad. A) Tiempo de 
inmovilidad en el test de suspensión por la cola. B) Actividad horizontal en el actimetro. El ejercicio 
físico no proporciona resistencia al estrés en hembras de mediana edad además de disminuir su actividad.  
Se contabilizo el tiempo de inmovilidad en los últimos 4 minutos de la prueba de suspensión por la cola y 
se midió la actividad horizontal con los actímetros durante 5 minutos. T de Student * p<0.05. 
Como nuestros resultados in vitro y en hembras jóvenes indican que las hormonas 
ováricas modulan la captura de IGF-I en el cerebro a través del endotelio, tratamos 
ratones hembra de mediana edad con el agonista de los receptores de estrógenos alfa 
(PPT) con el fin de ver si se incrementa la captura de IGF-I. Una de las características 
del envejecimiento es que las hormonas ováricas van disminuyendo y los tratamientos 
con estradiol a estas edades tienen efectos secundarios adversos. Quizás tratar a las 
hembras de mediana edad con PPT podría ser una alternativa, y así comprobar si la 
activación del receptor alfa es capaz de recuperar las funciones perdidas. Primero 
miramos el efecto de PPT en los niveles de ansiedad (Figura 31). 
Figura 31 Niveles de ansiedad en hembras 
de mediana edad tratadas con PPT 
Después de dos semanas del tratamiento con 
PPT las hembras de mediana edad muestran 
una reducción en los niveles de ansiedad 
comparadas con el grupo tratado con 
vehículo. Se contabilizo el tiempo en los 
brazos abiertos del laberinto de brazos 




























































La activación del receptor alfa en hembras de mediana edad tiene un efecto ansiolítico 
independientemente del ejercicio, mientras que en las hembras jóvenes la inhibición del 
receptor alfa no altera los niveles de ansiedad (Figura 23). Esto sugiere que la activación 
del receptor alfa en hembras de mediana edad pone en marcha mecanismos ansiolíticos 
dependientes de la edad, abriendo una ventana a tratamientos edad-dependientes. 
Otro de los parámetros que cambian con la edad según nuestros datos es la resistencia al 
estrés, por eso también analizamos el efecto del tratamiento con PPT en hembras de 
mediana edad con o sin ejercicio. 
 
Figura 32 La activación de los receptores alfa 
modifica la resistencia al estrés.  La activación del 
receptor alfa, proporciona resistencia al estrés solo en 
hembras sedentarias. Se contabilizo el tiempo de 
inmovilidad en los últimos 4 minutos de la prueba de 
suspensión por la cola. T de Student *P<0.05. 
 
El tratamiento con PPT proporciona resistencia al estrés solo a las hembras sedentarias, 
pero no si se combina con ejercicio físico. 
Un día después de realizar el test de suspensión por la cola sacrificamos a los ratones 
para medir los niveles de IGF-I en el hipocampo y verificar si correlacionan con la 
resistencia al estrés como en las hembras jóvenes. 
Figura 33 Niveles de IGF-I en hipocampo de 
hembras de mediana edad tratadas con PPT. No se 
observaron cambios significativos en los niveles de 
IGF-I, aunque hay una tendencia a aumentar en 
sedentarias tratadas con PPT y a disminuir en las 
ejercitadas tratadas con PPT. Se administro el agonista 
del receptor alfa (1mg/Kg) a hembras intactas de 
mediana edad cada dos días vía subcutánea después de 
realizar ejercicio durante dos semanas. T de Student                
p<0.06. 










































Los niveles de IGF-I no varían con el tratamiento del agonista del receptor de 
estrógenos alfa, pero se observa una tendencia a que los niveles de IGF-I correlacionen 
con la conducta demostrada: disminución en los niveles de IGF-I en las hembras del 
grupo PPT que realizaron ejercicio, y que probablemente tenga relación con la ausencia 
de mejora en la resistencia al estrés en este grupo en particular y aumento tras ejercicio 
en tratadas con vehículo y en sedentarias tras PPT, ambos grupos con tendencias a tener 
menos ansiedad. 
Hembras APP/PS1 de mediana Edad 
 
Por otro lado analizamos los mismos parámetros en hembras APP/PS1 de la misma 
edad. Es de notar que estos animales, tras ejercicio forzado, los niveles de IGF-I 
hipocampal, en vez de no modificarse como en hembras normales, son algo más bajos 






Figura 34 Niveles de IGF-I en hipocampo de hembras APP/PS1 de mediana edad. El ejercicio físico 
tiende a disminuir los niveles de IGF-I en hipocampo en los ratones hembra APP/PSI. Los niveles de 
IGF-I fueron analizados mediante ELISA después de dos semanas de ejercicio forzado.   T de Student 
p<0.06. 
Mientras que en las hembras normales después de realizar ejercicio los niveles de 
ansiedad incrementan (ver figura 28) en las hembras APP/PS1 ejercitadas no hay 


































Figura 35 El ejercicio no modifica los niveles de ansiedad en hembras APP/PS1 de mediana edad. 
Se contabilizo el tiempo en los brazos abiertos del laberinto de brazos cruzados después de dos semanas 
de exposición a la banda para correr.  
En cuanto a la resistencia al estrés, el ejercicio forzado incrementa significativamente el 
tiempo de inmovilidad en hembras de mediana edad APP/PS1, lo que está relacionado 







Figura 36 El ejercicio disminuye la resistencia al estrés en hembras APP/PS1 de mediana edad. Las 
hembras ejercitadas pasan más tiempo inmóvil que las sedentarias. Se contabilizo el tiempo de 
inmovilidad en los últimos 4 minutos de la prueba de suspensión por la cola. T de Student * p<0,05. 
Para evitar la posible interferencia emocional de forzar a hacer ejercicio a estas hembras 
APP/PS1 de mediana edad especialmente sensibles a éste, como se ha reportado que el 
ejercicio voluntario no produce estrés (Yanagita et. al. 2007), analizamos los niveles de 























































Figura 37 Niveles de IGF-I en corteza de hembras APP/PS1 de mediana edad: Los ratones 
permanecieron en jaulas con libre acceso a una rueda para hacer ejercicio después de tres meses medimos 
los niveles de IGF-I mediante ELISA. No hay cambios significativos entre grupos. 
Los niveles de IGF-I en las hembras ejercitadas no muestran diferencias comparados 
con las hembras sedentarias; pero en comparación con el grupo de ratones APP/PSI de 
ejercicio forzado (ver Figura 29) donde hay una tendencia a disminuir los niveles de 
IGF-I, el ejercicio voluntario parece no tener un efecto directo en los niveles de IGF-I; 
lo que sugiere que el estrés al realizar una actividad forzada puede modificar los niveles 






































Resulta llamativo comprobar que los efectos del ejercicio físico pueden presentar 
dimorfismo sexual. Así, por ejemplo, Baker & col.  en un estudio sugieren que la 
diferencia sexual en la respuesta cognitiva puede estar relacionado con diferencias 
sexuales en el metabolismo de la glucosa y en el eje hipotálamo-pituitaria-adrenal en 
respuesta al ejercicio físico (Baker et. al. 2010); Carek & col  observaron que el 
ejercicio físico mejora el estado de ánimo en casos de ansiedad y depresión de forma 
diferencial entre sexos (Carek et. al. 2011); exhaustivas revisiones de ensayos clínicos 
realizadas por Herring & col. y Stonerock & col. (Herring et al.2010; Stonerock et. al. 
2015) permiten llegar a la conclusión de que realizar ejercicio físico moderado durante 
30 minutos tiene efectos ansiolíticos, existiendo una diferenciación en función de la 
edad y el género; y Duman & col. llevaron a cabo estudios en roedores que aportan 
evidencia del efecto del ejercicio en el comportamiento emocional (Duman et al.2008), 
estando bien documentado la existencia de diferencias sexuales en este comportamiento 
(Gray y Lalljee 1974; Archer 1975). No obstante, estas observaciones contrastan con la 
realizada por Rejeski & col., quienes no vieron este efecto dependiente del sexo en el 
estado de ánimo (Rejeski et. al. 1995). Por otro lado, Auer & col. y Malberg & col. han 
reportado sobre la implicación de IGF-I en el estado de ánimo (Auer et al 2003; 
Malberg et al. 2007), aunque no existe investigación documentada sobre si se produce 
un dimorfismo sexual en sus efectos. 
 
DIMORFISMO SEXUAL EN LA MODULACIÓN DEL ESTADO DE ÁNIMO 
POR EL EJERCICIO FÍSICO 
 
Como resultado de la prueba del laberinto elevado de brazos cruzados, se han obtenido 
datos que indican que las hembras muestran menos ansiedad en comparación con los 
machos (ver Figura 6), comportamiento que coincide con lo publicado previamente por 
Farabollini & col. y Johnston & File (Farabollini et. al 1987; Johnston y File 1991). Sin 
embargo, al analizar los niveles de ansiedad en ratones ejercitados, observamos que el 
ejercicio físico tiene un efecto ansiolítico sólo en los machos, mientras que en las 
hembras no se han registrado cambios. 
El mecanismo por el cual el ejercicio disminuye los niveles de ansiedad, en el caso de 
los machos, sigue sin quedar establecido, debido a que hay datos contradictorios. Así, 
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por ejemplo, en relación al efecto de las hormonas gonadales, se ha descrito que los 
andrógenos afectan al estado de ánimo. No obstante, se han obtenido diferentes 
respuestas en los niveles de ansiedad y depresión dependiendo de la prueba realizada 
(Celec et. al. 2015). 
 
Por otro lado, la ausencia de cambios en los niveles de ansiedad tras el ejercicio en 
hembras concuerda con lo ya observado por Brocardo & col., quienes han reportado que 
el ejercicio en ratas hembra no tiene efecto sobre los niveles de ansiedad (Brocardo et 
al. 2012). Esto   puede deberse a que el ejercicio físico no modifica los ya de por sí 
bajos niveles de ansiedad en hembras (Johnston y File 1991), pudiéndose atribuir tal 
comportamiento en parte a las hormonas ováricas, ya que observamos que las hembras 
ovariectomizadas presentan mayores niveles de ansiedad que las hembras intactas. Este 
efecto ansiolítico de las hormonas ováricas concuerda con lo previamente reportado por 
Bowman & col. (Bowman et. al. 2002). Asimismo, también corroboramos que los 
niveles de ansiedad en hembras jóvenes están modulados específicamente por el 
receptor beta del estradiol (Lund et. al. 2005; Kudwa et. al. 2014), ya que al bloquear 
los receptores alfa durante el entrenamiento no hay cambios significativos en dichos 
niveles. 
 
La atención o estado de alerta  
 
Es sabido que el ejercicio físico y las hormonas sexuales modulan, no sólo los estados 
de ánimo, sino también los niveles de atención o alerta (Hoshaw et. al. 2005; Easton et 
al 2004; Tsai et. al. 2014). En el estudio realizado empleando el actímetro (ver Figura 9) 
observamos que el estado de alerta modulado por un estímulo vestibular se ve 
incrementado sólo en las hembras intactas ejercitadas, y que este efecto es suprimido en 
hembras ovariectomizadas. Estos resultados concuerdan con lo previamente reportado 
por Mong & col., quienes concluyeron que sólo la modulación vestibular del nivel de 
atención es dependiente de los estrógenos (Mong et. al. 2003), lo que explicaría que 
sólo observemos diferencias con este tipo de estímulo y no con otros, como son el 
olfativo y el táctil. Además, nuestros resultados también concuerdan con lo ya reportado 
por Garey & col., quienes recogen en su artículo que el estado de alerta está disminuido 
en hembras carentes del receptor alfa de estrógenos (Garey et. al. 2003). Estas 
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evidencias sugieren que la activación del receptor alfa por el ejercicio incrementa el 
estado de alerta y que la ausencia o inactividad de estos receptores disminuyen dicho 
estado.  
Adicionalmente, en el mismo ensayo de alerta (ver Figura 36) observamos que en 
hembras LID ejercitadas con un 70% menos de IGF-I circulante no se registra un 
incremento de la actividad con ninguno de los estímulos proporcionados, por lo que se 
puede concluir que es necesario también IGF-I para modular el nivel de atención o 
alerta mediante el ejercicio. 
Resistencia al estrés  
 
Hay diversos estudios que apoyan la existencia de un dimorfismo sexual ante la 
respuesta al estrés (Yuen et. al. 2016). Como una primera aproximación al estudio del 
control del estrés en ratones C57, comparamos los niveles de miR-375 extraído del 
hipocampo de machos y hembras, ya que este microARN está relacionado directamente 
con la capacidad de modulación del organismo de los niveles de estrés. La función del 
miR-375 puede estar relacionada con el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa 
(Poy et. al. 2008), ya que se produce una desregulación del metabolismo de la glucosa 
cerebral como respuesta al estrés. El hecho de que en las hembras los niveles de miR-
375sean menores en comparación con los medidos en los machos (ver Figura 7), sugiere 
que las hembras podrían ser más resistentes al estrés. 
 
Asimismo,  las pruebas de comportamiento, como son el nado forzado y la suspensión 
por la cola, se suelen usar para ver el efecto ansiolítico de fármacos en roedores y para 
la detección de comportamiento depresivo (Porsolt et. al 1977, Steru et. al. 1985). 
Además, aunque de una manera menos extendida, este tipo de pruebas también se han 
empleado para estudiar el efecto del ejercicio físico en el estado de ánimo (Duman et. 
al. 2008). Como es frecuente en este campo, se han reportado datos que presentan 
discrepancia con respecto al tiempo de inmovilidad, parámetro medido en las pruebas 
de comportamiento que se utiliza como indicador de niveles de depresión. Así, por 
ejemplo, Consoli & col. han observado que las ratas hembra durante las fases de 
proestro y estro presentan un mayor tiempo de inmovilidad que en la fase de diestro 
(Consoli et. al. 2005). Sin embargo, Contreras & col. sugieren que las hembras 
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muestran una actividad incrementada en las fases de proestro o estro (Contreras et. al 
1998).Por otro lado, una observación llevada a cabo de una manera más unánime dentro 
de este área es que, sin importar la fase del ciclo estral, las hembras presentan en general 
mayor tiempo de inmovilidad en comparación con los machos (Allen et. al 2012). Estas 
observaciones concuerdan con los datos obtenidos en ratones sedentarios (ver Figura 8), 
donde las hembras presentan una mayor susceptibilidad a desarrollar un 
comportamiento depresivo que los machos. No obstante, sólo las hembras ejercitadas 
desarrollan una mayor resistencia al estrés después de haber estado realizando ejercicio 
físico durante dos semanas, lo que está en consonancia con el hecho de que presenten 
niveles más bajos de miR-375. Por lo tanto, este microARN se podría considerar un 
biomarcador de resistencia al estrés, sin embargo harían falta más estudios para poder 
confirmarlo. 
 
Existe evidencia de que en los machos el ejercicio forzado disminuye los niveles de 
estrés y ansiedad, actuando además como agente neuroprotector (Greenwood et. al. 
2013), aunque esto depende del tiempo de ejercicio físico al que se es sometido. Así, 
por ejemplo, una semana de ejercicio no modifica el tiempo de inmovilidad en los test 
de nado forzado o suspensión por la cola (Duman et. al. 2008), pero después de cuatro 
semanas de ejercicio físico se atenúan los efectos secundarios de ansiedad y depresión 
(Motaghinejad et. al. 2015). En este último caso, se ven incrementados los niveles de 
BDNF y del receptor de serotonina en el hipocampo de ratas estresadas (Kim et. al. 
2015). En el estudio realizado en este Trabajo (ver Figura 8B) se ha sometido a los 
ratones a 2 semanas de ejercicio, pudiendo resultar dicho tiempo insuficiente para que 
se produzcan cambios en la resistencia al estres en los machos. 
Con respecto al papel que juegan las hormonas ováricas en mecanismos de resistencia al 
estrés, existen diversos estudios y observaciones que no permiten llegar a una visión 
unificada. Así, Wei & col. en un estudio afirman que el estradiol proporciona resistencia 
al estrés sólo en ratas hembra y no en machos, por vías glutamatérgicas en la corteza 
prefrontal (Wei et. al. 2014). Sin embargo, Vega & col. sugieren que la acción 
antidepresiva de los compuestos que emulan al estradiol implica mecanismos complejos 
en el sistema monoaminérgico y receptores de estrógenos (Vega et. al 2013).  
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De acuerdo con Arató M. & col., los altos niveles de serotonina en el cerebro de las 
mujeres pueden proporcionar al mismo las bases fisiológicas para tener un mayor 
control sobre el estado de ánimo (Arató et. al. 1991). En este sentido, Brundin & col. 
afirman que la vulnerabilidad al estrés está relacionada con desórdenes del estado de 
ánimo y con la hipofunción del sistema de orexina (Brundin.et, al. 2007, 2009), y, en el 
caso de este último, con respuestas sexualmente dimórficas al ejercicio. Por lo tanto, se 
puede concluir que la existencia de una relación compleja de las hormonas ováricas con 
distintos sistemas de neurotransmisión implicados en el control del estado de ánimo, 
complica mucho nuestra capacidad de comprender con claridad su papel. 
En cuanto a la relación de IGF-I y estradiol en la modulación de la resistencia al estrés, 
demostramos su papel conjunto como mediadores en la modulación ejercida por el 
ejercicio físico en ratones hembra. Para llegar a esta conclusión, empleamos ratones 
mutantes con bajos niveles séricos de IGF-I (ratones LID) y ratones control tratados con 
un antagonista del receptor de estrógenos alfa (ver Figura 25). De esta forma, pudimos 
comprobar que la deficiencia de IGF-I sérico o la inactividad del receptor de estrógenos 
alfa bloquean el efecto beneficioso del ejercicio físico sobre la capacidad de resistencia 
al estrés. Por lo tanto, podemos afirmar que el IGF-I sérico y el estradiol vía receptor 
alfa son necesarios para desarrollar resistencia al estrés en ratones hembra ejercitadas. 
Dichas observaciones concuerdan con las de Wei & col., quienes, al igual que nuestro 
grupo de investigación, registraron que los receptores de estrógenos mejoran la 
respuesta ante el estrés (Wei et. al. 2014). Todas estas evidencias sugieren que los 
mecanismos en machos y hembras para mantener la alostasis del estado de ánimo son 
diferentes, e IGF-I es un excelente candidato para estudiar estas diferencias del género. 
 
 
DIMORFISMO SEXUAL EN LA MODULACIÓN DE IGF-I HIPOCAMPAL 
POR EL EJERCICIO FÍSICO  
En referencia a los niveles de IGF-I en el hipocampo, observamos un dimorfismo sexual 
en ratones jóvenes sedentarios que puede deberse al “organizational period” o “periodo 
organizativo” que ejercen los esteroides gonadales durante la diferenciación sexual del 
cerebro a lo largo del desarrollo (ver Figura 11). Adicionalmente, registramos cambios 
dependientes en las hormonas ováricas sobre los niveles de este factor de crecimiento en 
 81 
 
el cerebro como respuesta al ejercicio (ver Figura 15).Así, en el caso de los  machos, 
observamos que el entrenamiento durante dos semanas no produce cambios 
significativos en los niveles de IGF-I en el hipocampo (ver Figura 11), siendo 
concordante con lo reportado anteriormente en bibliografía (Trejo et. al. 2008; Yue et al. 
2014).Por otro lado, Malberg & col. demostraron que a partir de la inhibición de las 
proteínas de unión a IGF (IGFBP), se da  un incremento de IGF-I.  Del mismo modo, en 
el caso de administrar este factor de crecimiento, se producen efectos ansiolíticos y 
antidepresivos en ratones machos por el incremento de los niveles de IGF-I en el 
cerebro (Malberg et. al. 2007). Estas diferencias con respecto al comportamiento de este 
péptido se pueden interpretar de distintas maneras. Por una parte, puede ser que, a 
diferencia de lo visto en ratones hembra, el ejercicio resulte ansiolítico en ratones 
macho por mecanismos en los que no participe el IGF-I. Una segunda explicación 
alternativa es que nuestras condiciones experimentales (tiempo y tipo de ejercicio, etc.) 
no permitieron detectar cambios en los niveles hipocampales de IGF-I, pero que este 
factor sí tenga un papel activo en los efectos del ejercicio físico. Esta segunda 
posibilidad viene sustentada por observaciones de modificaciones muy locales de IGF-I 
que pueden ser indetectables a nivel tisular (Mardinly et. al, 2016). Y, por último, una 
tercera posible explicación es que el IGF-I tiene un efecto automodulador sobre sus 
niveles cerebrales (Trueba-Saiz et. al. 2016). Con respecto a esta última, comprobamos 
que, en concordancia con los resultados obtenidos en hembras tras dos semanas de 
ejercicio (ver Figura 11), al entrar más IGF-I desde la sangre al cerebro, éste tiende a 
disminuir los niveles de este factor de crecimiento. No obstante, es necesario indicar 
que habría que realizar experimentos a diferentes tiempos con el fin de confirmarlo, ya 
que, después de 4 semanas de ejercicio, se observa un incremento de IGF-I en machos 
C57 (Trejo et. al. 2008). Esto sugiere que los niveles de IGF-I fluctúan de acuerdo a la 
duración e intensidad del ejercicio físico. 
Xiao & col. han reportado que en ratones que nadaron durante 21 días los niveles del 
mensajero de IGF-I en corazón e hígado se ven incrementados en comparación con 
ratones sedentarios (Xiao et. al. 2014). Esto sugiere que dos semanas de ejercicio 
moderado, tal como usamos y registramos en nuestros experimentos (ver Figura 17), no 
es suficiente para incrementar los niveles del mensajero de IGF-I en hígado, y que 
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probablemente se requieran más días de ejercicio físico para poder visualizar un 
incremento en los niveles del factor de crecimiento tanto en hígado como en hipocampo. 
 
Otra variable a tener en cuenta es la alimentación a la que es sometido el sujeto, debido 
a que el tipo de dieta es un potencial elemento modulador de IGF-I. Así, por ejemplo, 
las altas concentraciones del neuropeptido Y (potente modulador del apetito) después 
del ejercicio, disminuyen los niveles de insulina e IGF-I en deportistas durante un 
ejercicio intenso y prolongado (Zajadacz et. al. 2009). Además, la combinación de 
ejercicio con una dieta baja en grasas reduce los niveles de IGF-I circulante en hombres 
sanos (Barnard 2007). Por lo tanto, con un control sobre la dieta y el ejercicio adecuado, 
se puede modificar los niveles de IGF-I en machos a niveles deseados. 
 
Con respecto a las hembras, nuestros registros indicaron que la entrada de IGF-I 
circulante al cerebro a través de la barrera hematoencefálica es regulado por estradiol 
(ver Figura 22). Además, observamos que la activación del receptor alfa de estradiol en 
células endoteliales de los vasos cerebrales estimula la presencia en membrana 
plasmática del receptor de IGF-I, lo que favorece su captura del torrente circulatorio 
(ver Figura 19). Asimismo, se ha reportado que existe un marcado dimorfismo sexual en 
la concentración de IGFBP3 en el plasma (Emeny et. al. 2014), lo que puede favorecer 
indirectamente una diferencia en los niveles de este factor de crecimiento en el cerebro 
ya que IGFBP3 es la principal proteína transportadora de IGFs en el plasma (Baxter et 
al 1989). Adicionalmente, confirmamos la participación de las hormonas gonadales en 
las hembras, ya que después de la ovariectomía el efecto del ejercicio sobre el paso de 
IGF-I circulante al cerebro es anulado (ver Figura 16). Esto se debe a que, en las 
hembras ovariectomizadas, los niveles dell receptor de estrógenos alfa (ER α) en el 
endotelio (Stirone et. al. 2003) y en la corteza cerebral (Asaithambi et. al. 1997) se han 
visto disminuidos, adicionalmente con la ausencia de estrógenos el receptor de 
estrógenos alfa se encuentra ubiquitinado (Wijayaratne y McDonnell 2001). Por lo 
tanto, se puede deducir que los bajos niveles del receptor de estrógenos alfa en el 
endotelio cerebral afectan directamente al paso del IGF-I circulante en hembras 
ovariectomizadas. Asimismo, tal y como indican Bohacck & col., la expresión de ER  




Por otra parte, al analizar los niveles de estradiol en el suero de los ratones hembra que 
realizaron ejercicio, observamos una disminución de dichos niveles en comparación con 
los medidos en ratones sedentarios (ver Figura 22 C). Esto ya se ha reportado también 
en mujeres; al hacer ejercicio físico los niveles de E2 disminuyen en suero, aunque hay 
que matizar que esto se ha observado sólo en aquellas que presentan perdida de grasa 
corporal (Monninkhof et. al. 2009). Una posible explicación a tal fenómeno es que el 
ejercicio puede disminuir los niveles circulantes de estrógenos, a base de incrementar 
los niveles de la proteína globulina de unión a hormonas sexuales (SHBG) que se une al 
estradiol libre en suero, por lo que SHBG puede regular la biodisponibilidad de 
estrógenos circulantes (McTiernan et al 2004). Del mismo modo, el ejercicio frecuente 
regula el balance energético y previene la acumulación de reservas de adipocitos y, 
consecuentemente, influye en la producción de estrógenos. 
Dependiendo del tipo de ejercicio realizado, se generan diferentes respuestas. Una de las 
ventajas de estudiar el ejercicio agudo es que proporciona evidencias que pueden ayudar 
a entender mejor los mecanismos del ejercicio en un corto plazo. Al someter a los 
ratones a este tipo de ejercicio, observamos una tendencia a incrementar los niveles de 
IGF-I sólo en machos, mientras que en hembras no se obtuvieron cambios 
significativos. Esto podría explicarse apoyándonos en lo reportado por Hojo & col., 
quienes  observaron que los niveles de estradiol en el hipocampo de los machos son 
superiores a los niveles encontrados en las hembras (Hojo et. al. 2009). Así, el ejercicio 
agudo, en machos, induciría la entrada de IGF-I sérico gracias a la mayor cantidad de 
estradiolpresente, lo que concuerda con el mecanismo de captura de este factor de 
crecimiento modulado por estradiol, aunque el origen de esta hormona sea diferente. 
Asimismo, esto podría reforzar la idea de que, al incrementar los niveles de IGF-I, estos 
tiendan a disminuir para mantener una homeostasis en el cerebro, y, por lo tanto, puede 
explicar que, después de dos semanas de ejercicio, no veamos incremento de los niveles 
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Regulación de la captura de IGF-I en células endoteliales del cerebro por estradiol 
 
Como posible mecanismo implicado en una mayor entrada de IGF-I sérico al 
hipocampo tras efectuar ejercicio físico, sólo en el caso de ratones hembra, estudiamos 
el papel del estradiol en las células que constituyen la barrera hematoencefálica (ver 
Figura 18). Como resultado encontramos que, sólo en el endotelio cerebral, el estradiol 
vía receptores alfa, estimula la captura de IGF-I, mientras que en células epiteliales del 
plexo coroideo, otra vía de entrada de IGF-I al cerebro, el estradiol no ejerce efecto 
alguno detectable. Sin embargo, esta hormona sí ejerce efecto en otras rutas, tales como 
la de GSK3 beta, lo que indica que estas células son modulables por otras vías distintas 
a los estrógenos (Bolós et al. 2009). 
Asimismo, en los cultivos sexuados de endotelio cerebral, el estradiol incrementa la 
captura de IGF-I biotinilado con una respuesta similar para ambos sexos, indicando que 
éste no es un factor determinante (ver Figura 18 C). Por otro lado, Mukai & col. 
observaron, al analizar las rodajas de cerebro de los sujetos, que el estradiol produce los 
mismos efectos en ratones macho y en hembras ovariectomizadas (Mukai et. al. 2007). 
Por lo tanto, se puede concluir que son la actividad y disponibilidad del estradiol 
circulante los factores determinantes en las diferencias sexuales observadas en la 
captura post-ejercicio de IGF-I periférico y no unas diferencias intrínsecas al endotelio 
cerebral de hembras y machos. 
El incremento de la captura de IGF-I biotinilado por las células endoteliales en 
respuesta a estradiol es probable que se deba a un incremento de los niveles del  
receptor de IGF-I en estas células. Dicho incremento puede estar mediado por las 
acciones rápidas no genómicas que han sido descritas para E2 a través de su receptor en 
membrana (Beyer et al.2003; Ronnekleiv et al.2007). Estos incluyen la formación de 
complejos multi-moleculares IGF-IR-ER alfa-p85-IRS1 (McTiernan et al 2003). Por lo 
tanto, la captura rápida de IGF-I por las células endoteliales tratadas con E2 sugiere que 
éste usa un mecanismo de acción diferente a la vía genómica.  
Otro mecanismo potencialmente involucrado en la captura del IGF-I es la capacidad de 
este factor de crecimiento de activar ER  al ser inyectado intra-ventricularmente en el 
hipocampo en ausencia de estrógenos gonadales (Grissom et. al. 2016). Esto sugiere que 
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el IGF-I sería capaz de automodular su captura independientemente de estrógenos en 
endotelio cerebral. No obstante harían falta más estudios y ensayos para confirmar esta 
idea. 
 
Incremento de la actividad de los receptores de estrógenos en el cerebro por el 
ejercicio físico 
En el caso de las hembras ejercitadas, utilizando un pan-reportero de la actividad del 
receptor de estrógenos, observamos un incremento significativo de dicha actividad 
(medido como expresión de GFP) en comparación con las hembras sedentarias (ver 
Figura 22ª y 22B).Estos datos permiten sugerir que el estradiol actúa a nivel de 
endotelio cerebral durante el ejercicio para activar los receptores alfa en el endotelio 
(Stirone et al 2003). Asimismo, también se ha reportado que los receptores de 
estrógenos son capaces de unirse al promotor ERES (Elemento de Respuesta a 
Estrógenos) sin previa unión a su ligando. Además, cuando se une estradiol a sus 
receptores, la unión es más fuerte entre los receptores alfa y los ERES comparada con 
los receptores beta (Yi et. al 2002; Huang et. al 2006). Por lo tanto, podemos pensar que 
la expresión de GFP proviene mayoritariamente de la unión de ER alfa y EREs, lo que 
concuerda con lo estudiado in vitro sobre la interacción de IGF-I y estradiol vía ER alfa 
(ver Figura 20). Sin embargo, observamos que los niveles de estradiol disminuyen 
después de hacer ejercicio. Aunque de una manera puramente especulativa, las 
investigaciones sugieren que la disminución en los niveles de estradiol se pueden deber 
a una mayor entrada de estradiol sérico a órganos diana como el cerebro. Así, estos 
resultados proponen que el incremento de IGF-I en el hipocampo de las hembras que 
realizaron ejercicio físico se debe a un incremento de la actividad de los ER alfa 
modulada por los estrógenos, lo que facilita el paso de IGF-I periférico al hipocampo, y, 
muy probablemente, a todo el cerebro. 
 
Ciclo estral e IGF-I 
 
La fluctuación de los niveles de IGF-I en hipocampo durante el ciclo estral, 
específicamente en las fases de proestro y diestro, pero no de su ARN mensajero, 
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sugiere que estos cambios transitorios se deben a la entrada de IGF-I circulante. Esto se 
apoya en que no observamos cambios en los niveles de este factor de crecimiento en 
hipocampo de ratones LID durante las mismas fases del ciclo estral (ver Figura 14). 
Estos resultados pueden relacionarse con los datos obtenidos por Kato & col., en donde 
se puede ver que en el hipocampo los niveles de estradiol cambian durante el ciclo 
estral, lo que modularía la entrada de IGF-I (Kato et. al. 2013). Es interesante en este 
sentido la observación de que el incremento de la expresión de este factor en el 
hipotálamo preserva el ciclo estral y una histología normal en los ovarios de ratas de 
mediana edad (Rodríguez et. al. 2013), lo que indica que el estradiol modula 
fisiológicamente la entrada de IGF-I periférico al cerebro para mantener el dicho ciclo 
en condiciones normales. Por lo tanto, estas evidencias refuerzan lo observado en 
relación a la falta del efecto del ejercicio físico en las hembras ovariectomizadas y  la 
activación de los receptores alfa utilizando el reportero de los EREs en ratones hembra 
ejercitadas. 
En el presente Trabajo observamos que es necesaria la interacción entre IGF-I y 
hormonas ováricas para mantener el funcionamiento del estado del ánimo 
específicamente a través del receptor alfa de estrógenos en hembras. Esto indicaría que 
en ratones jóvenes las hormonas gonadales podrían estar influyendo en el estado de 
ánimo por vías diferentes dependiendo del género. 
 
EL FACTOR EDAD Y LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 
La relación entre IGF-I y estradiol que observamos en ratones hembra jóvenes en el 
estado de ánimo tras ejercicio físico, puede estar modulada por la edad, y por lo tanto 
puede estar implicada en procesos de envejecimiento en mujeres.  Se han observado 
diferencias sexuales en IGF-I en neonatos y ancianos (Wiley et. al 2016; van Varsseveld 
et. al. 2015), indicando que IGF-I tiene un papel importante en diferentes etapas de la 
vida y que éste varía dependiendo del género. También se ha reportado que el ejercicio 
anaeróbico mejora el estado de ánimo en ancianos, pero solo en estudios con hombres 
se ha correlacionado con niveles altos de IGF-I en suero (Cassilhas et al. 2010; Tsusumi 
et al. 1998). 
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Tanto en hombres como en mujeres uno de los factores de riesgo más importantes para 
desarrollar la enfermedad de Alzheimer es la edad (Reitz et al. 2010). En mujeres hay 
que añadir también la disminución de hormonas gonadales tras la menopausia como 
factor de riesgo (Rocca et. al. 2007; Vest y Pike 2013). Es interesante enfatizar que son 
las mujeres postmenopaúsicas la población con mayor prevalencia de Alzheimer 
(Hebert et. al. 2001), con un cuadro clínico y patológico más severo que en hombres 
(Filon et. al. 2016), y un cerebro más vulnerable a la enfermedad (Hua et. al. 2010).  
Comúnmente a la desregulación del ciclo menstrual en mujeres activas o del ciclo estral 
en roedores que realizan ejercicio forzado, se le ha atribuido un desbalance de la 
hormona de liberación de gonadotropina (GnRH) en el hipotálamo, lo que afecta a la 
hormona luteinizante y por lo tanto a las hormonas ováricas. Para poder explicar este 
fenómeno fisiológico se han postulado algunas hipótesis como la hipótesis de la 
composición de cuerpo, hipótesis del estrés, y la hipótesis de disponibilidad energética; 
estas conjeturas están basadas en observaciones puntuales, pero se concluye que es 
necesario cubrir las necesidades energéticas resultantes de la actividad física por 
ejemplo: Leptina (hipótesis de la composición del cuerpo) está involucrada en la 
señalización de la ingesta y en la desregulación del eje HPA, así como, se ha 
comprobado que se reducen los niveles de cortisol en respuesta al ejercicio, al 
suplementar con glucosa la dieta (hipótesis del estrés), además es necesario que la dieta 
cubra en su totalidad el gasto energético resultante de la actividad física, para disminuir 
los efectos negativos del ejercicio físico en mujeres de mediana edad (hipótesis de 
disponibilidad energética) (Louks A 2003). Estas necesidades energéticas en esta 
población pueden deberse a que se han reportado cambios significativos en el 
metabolismo de estrógenos mediados por el ejercicio físico en mujeres premenopausicas 
sanas (Smith et al 2013), y a una correlación negativa entre la actividad física y los 
niveles circulantes de estrógeno que puede estar mediada por la disminución de tejido 
adiposo; la principal fuente de estrógenos en mujeres postmenopáusicas. 
Por lo previamente expuesto estudiamos el efecto del ejercicio físico en el estado de 
ánimo de ratones hembra normales y APP/PS1 (modelo de la enfermedad de 
Alzheimeer) de mediana edad, es decir, en etapas peri-menopaúsicas. Con estos 
modelos se puede estudiar los factores de riesgo como edad, la disminución de IGF-I y  
las hormonas ováricas en la enfermedad de Alzheimer, además de la perdida de 
 88 
 
resistencia en el cerebro envejecido a las  respuestas a estrés (Juster et. al. 2010), que 
puede estar relacionado con la enfermedad de Alzheimer. 
Observamos que la edad modifica todos los parámetros que hemos analizado en 
hembras jóvenes. Entre estos, el ejercicio físico no es capaz de incrementar los niveles 
de IGF-I en el hipocampo, lo cual puede tener relación con la observada modificación 
de la conducta en hembras de mediana edad. Si nos ceñimos a lo observado en hembras 
jóvenes, es necesaria la activación del receptor de estrógenos alfa tras ejercicio físico 
para incrementar la captura de IGF-I sérico; por lo tanto, la ausencia de efecto del 
ejercicio físico sobre niveles de IGF-I observada en hembras de mediana edad puede 
explicarse por la reportada disminución de la expresión de receptores alfa en el 
endotelio (Sandoval y Witt 2011) y  por la ausencia de respuesta de los receptores alfa 
en hembras de mediana edad a estrógenos (Bohacek et. al. 2009). Por otra parte la 
intensidad del ejercicio físico es un factor a tener en cuenta, porque realizar ejercicio 
físico extenuante sin previa preparación empeora el estado de ánimo (Salmon 2001), y 
puede que la tolerancia a ejercicio sea menor en hembras de mediana edad. Tal vez un 
protocolo menos intenso pueda proporcionar mejores resultados en el estado de ánimo 
en hembras de mediana edad. Como dato a tener en cuenta, las hembras no realizaron 
ninguna actividad física hasta llegar a los 8-10 meses.  
 
En relación al estado de ansiedad en este grupo experimental, observamos que el 
ejercicio físico vuelve más ansiosas a las hembras de mediana edad. Recientemente se 
está relacionando la mediana edad con mayores niveles de ansiedad. Según la Oficina 
Nacional de Estadística de Reino unido (2012-2015) las mujeres de mediana edad 
suelen padecer niveles altos de ansiedad. Esta relación también se ha observado en otras 
poblaciones (Bansai et. al. 2015; Pimenta et. al. 2016). Una posible explicación es que 
el ejercicio físico acreciente esta condición, Cameron ha descrito que el ejercicio físico 
incrementa los niveles de ansiedad en pacientes con desordenes de ansiedad (Cameron 
et al., 1986). Pero hacen falta estudios a largo plazo para poder ver si la adaptación al 
ejercicio es un factor importante en la regulación de los niveles de ansiedad en hembras 




El efecto de la edad en la prueba de natación forzada en hembras de mediana edad 
correlaciona con lo reportado por Shoji et. al. 2016, sugiriendo que durante el 
envejecimiento disminuye el comportamiento depresivo. A su vez, las hembras de 
mediana edad carecen de resistencia al estrés que produce realizar ejercicio físico, ya 
que estas hembras, en condiciones sedentarias presentan un comportamiento depresivo 
atenuado, no logrando reponerse al estrés después de realizar ejercicio. Esto puede 
deberse a que el IGF-I circulante no está entrando al cerebro como en las hembras 
jóvenes, debido a que los niveles de hormonas ováricas no sean los óptimos para poder 
llevar a cabo esta acción, o porque con la edad, tanto los niveles del receptor de IGF-I y 
del receptor de estrógenos alfa disminuyen. Mahmoud plantea que la ausencia de 
hormonas ováricas en hembras de mediana edad disminuye considerablemente la 
resistencia al estrés en ratas tratadas con fluoxetina (Mahmoud et. al. 2016). Estas 
evidencias remarcan la importancia de las hormonas ováricas en los mecanismos de 
resistencia al estrés. 
 
En base a los resultados obtenidos, tratamos a un grupo de hembras de mediana edad 
con PPT, un agonista específico del receptor de estrógenos alfa, con el propósito de 
solventar la bajada de estrógenos causada por la edad y así poder estimular el paso de 
IGF-I sérico al cerebro a través del endotelio cerebral en respuesta a ejercicio físico. De 
esta manera se podrían recuperar las funciones perdidas en resistencia aumentada al 
estrés tras el ejercicio físico. 
Primero analizamos si el tratamiento con PPT modifica los niveles de ansiedad tras 
ejercicio físico, ya que las hembras de mediana edad muestran mayor ansiedad tras 
haberlo realizado. Sin embargo lo que se observo es que el PPT disminuye 
considerablemente la ansiedad basal, y que el ejercicio físico sigue sin ser ansiolítico. 
Además la activación del receptor alfa mejora la resistencia basal al estrés sin que haya 
diferencias significativas en los niveles de IGF-I. En este sentido es importante señalar 
que la ausencia de diferencias en los niveles de IGF-I se puede deber a que el diseño 
experimental en este caso fue modificado de tal forma que los animales se sacrificaron 
un día después de realizar la prueba de suspensión por la cola, y no una hora después de 
la última sesión de ejercicio. Adicionalmente el que haya una tendencia a disminuir los 
niveles de IGF-I en el hipocampo en el grupo ejercitado puede deberse al efecto 
automodulador tiempo-dependiente del IGF-I (Trueba-Saiz et. al,.2016), debido a una 
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mayor entrada de IGF-I sérico al cerebro. Pero hacen falta más experimentos para 
confirmar estas observaciones.  
 
Lo realmente destacable e interesante sobre las investigaciones realizadas, es que  sólo 
con la activación del receptor alfa de estrógenos, se logra recuperar la resistencia al 
estrés además de una mejora en el estado de ansiedad sin recurrir al ejercicio físico. Tal 
vez en un futuro esto pueda ser un tratamiento para las mujeres que se encuentran en la 
peri menopausia y que por las exigencias del estilo moderno de vida es difícil realizar 
alguna actividad física. 
 
Alteración del estado del ánimo en ratones APP/PSI (modelo de la enfermedad de 
Alzheimer). 
En las hembras APP/PS1 que realizaron ejercicio, hay una tendencia a disminuir los 
niveles de IGF-I en el hipocampo. Esto está asociado a un incremento en los niveles de 
estrés en la prueba de suspensión por la cola, y además no observamos ganancia en el 
peso tras ejercicio, comparado con los ratones sedentarios. Esto sugiere que la 
intensidad del ejercicio forzado, debe ser moderada y gradual si es que se desea utilizar 
como tratamiento clínico para evitar los posibles efectos negativos en los pacientes con 
EA, porque hay estudios que indican que en estos pacientes, el incremento gradual de 
ejercicio moderado a intenso resulta positivo para la evolución de la enfermedad 
(Hoffmann et. al. 2016).  
Los ratones hembras APP/PS1 que han realizado ejercicio presentan cambios negativos 
en su respuesta ante las mismas pruebas respecto a los ratones C57 normales. Esto 
indica que son más susceptibles, independientemente de la edad, lo que refuerza el 
hecho de que la regulación del estado de ánimo se encuentra alterado en la EA. Estos 
resultados correlacionan con el fenotipo hipo-metabólico que empieza en la mediana 
edad, cuando el ciclo estral ya no es regular en al menos el 45-50% de hembras (Zhao 
et. al. 2016). Estas alteraciones pueden también relacionarse con una desregulación del 
eje IGF-I/estradiol, incidiendo en el control del estado de ánimo.  
En la actualidad se propone al ejercicio físico como terapia no invasiva en 
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer donde se observan 
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efectos beneficiosos en el cerebro. Así, después de realizar ejercicio físico voluntario se 
ve incrementado el volumen del hipocampo además del aclaramiento de A (Yuede et. 
al. 2009 y Um HS et. al. 2008). En la mayoría de estos estudios realizados, los ratones 
se someten a ejercicio durante al menos 5 meses, pero no existen datos con menos 
tiempo. Por esto decidimos analizar los niveles de IGF-I después de 3 meses de 
ejercicio para verificar si hay diferencias que estén relacionados con los efectos 
beneficiosos del ejercicio, no observamos cambios significativos en los niveles de IGF-I 
en la corteza de los ratones APP/PS1, lo que puede deberse a que el tratamiento no fue 
lo suficientemente prolongado.  
En resumen, los datos obtenidos confirman que el ejercicio físico modula varios 
componentes del estado de ánimo tales como la resistencia al estrés, el estado de 
atención y la ansiedad. Lo novedoso es que lo hace a través de mecanismos distintos 
dependientes del sexo. En el presente trabajo se aporta evidencia de la importancia de la 
relación del eje IGF-I y estradiol en el estado de ánimo en ratones hembra jóvenes, que 
no aparece en hembras de mediana edad ni en hembras APP/PSI, modelo de la 
enfermedad de Alzheimer. Tal vez una desregulación de la interacción de estas 
hormonas contribuya de forma significativa a las alteraciones en el control del estado de 
ánimo asociadas al envejecimiento y que están aún más acusadas en la enfermedad de 
Alzheimer.  
La mayoría de las observaciones que se encuentran en la literatura provienen de 
estudios hechos en animales, por lo cual la extrapolación a humanos permanece 
pendiente. Además, las vías moleculares implicadas en los procesos de ansiedad y 
resistencia al estrés en animales jóvenes y como se deterioran con el envejecimiento 
permanecen sin elucidar. En este trabajo se ha empezado a determinar uno de los 
mecanismos por los que el ejercicio físico regula el estado de ánimo de forma 



















1. El ejercicio físico produce un efecto dependiente del género en el 
comportamiento antidepresivo y ansiolítico en ratones normales. 
2. El IGF-I y el estradiol participan en la modulación del estado de ánimo a través 
del ejercicio físico 
3. Los ratones hembra muestran incremento de los niveles de IGF-I en hipocampo 
después del ejercicio crónico en una forma dependiente de hormonas ováricas. 
4. Las hormonas ováricas regulan la captura de IGF-I circulante en el cerebro 
mediante el receptor de estrógenos en las células endoteliales  
5. El ejercicio físico incrementa la resistencia al estrés y el estado de alerta solo en 
hembras a través de estradiol e IGF-I, específicamente por el receptor de 
estrógenos alfa. 
6. La desregulación fisiológica de las hormonas ováricas en hembras de mediana 
edad altera los niveles de IGF-I en respuesta a ejercicio físico, lo que se traduce 
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